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RESUME

La présente étude vise a caractériser les populations d’Oreochromis niloticus du Burkina
Faso par I’étude du polymorphisme de I’ADNmt. L’objectif a long terme de cette étude est,
grice 4 la connaissance de la structuration des populations, d’appuyer la mise en place du
programme de sélection d’une souche d’élevage. La technique utilisée est la RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) qui a consisté a digérer les produits d’amplification du géne
ND-5/6 (environ 2 500 pb) par cinq enzymes de restriction. Les résultats des digestions ont
révélé un monomorphisme des individus échantillonnés pour quatre enzymes (Alu I, Hae III,
Hinf I et Hpa II) et un fort polymorphisme pour I’enzyme Taq I. Cette enzyme a permis, grace
aux quatre haplotypes qu’elle a donnés, d’identifier trois grandes populations qui appartiennent

aux trois bassins hydrographiques du pays a savoir la Comoé, la Volta et le Niger.

Mots clés : Oreochromis niloticus, ADNmt, RFLP, ND-5/6.



INTRODUCTION

La forte croissance démographique, I'urbanisation galopante, 1’évolution des gotits des
consommateurs et leurs habitudes alimentaires, sont autant de facteurs qui ont entrainé une

augmentation considérable de la demande en protéines animales.

Ainsi, le poisson, trés riche en protéines a valeur biologique élevée, se trouve soumis a une
forte consommation. En effet, la consommation mondiale de poissons est passée de 93,6 millions
de tonnes en 1998 a 100,7 millions de tonnes en 2002, assurant ainsi a plus de 2,6 milliards de
personnes au moins 20 % de leurs apports en protéines animales (FAO, 2004 b). Mais cette_
importante demande en poisson est de moins en moins satisfaite par les péches de capture, qui
connaissent une stabilité depuis quelques années. Pour satisfaire a leurs besoins, les populations

ont donc de plus en plus recours a ’aquaculture.

L’aquaculture, qui se définit comme une activité de pratiques culturales de végétaux et
d’animaux dans I’eau, croit plus rapidement que tous les autres secteurs de production de chair
animale. En effet, elle s’est développée a un taux moyen annuel de 8,9 % par an depuis 1970,
contre seulement 1,2 % pour les péches de capture et 2,8 % pour les systémes de production de
viande sur la terre ferme (FAO, 2004 b). Ainsi, le développement de la pisciculture a permis a la
production mondiale de poissons d’atteindre en 2002 un record de 133 millions de tonnes (FAO,

2004 b).

Dans cette aquaculture mondiale, les tilapias (genres Oreochromis, Sarotherodon et
Tilapia) occupent le troisiéme rang des especes les plus utilisées aprés les cyprinidés et les
salmonidés (IFREMER, 2003), avec une production mondiale annuelle d’environ 1,7 millions de
tonnes (Spore N° 101). Originaires d’ Afrique, ils sont aujourd’hui répandus a travers le monde
(Asie, Amérique, Europe). L’ importance de cette production est liée a certaines caractéristiques
de leur biologie :

= grande diversité : existence d’un grand nombre d’espéces-; y ... e

» grande facilité de reproduction, méme en milieu fermé, sans éqdipé?ﬁélfeémf;iéxL
ni induction hormonale de ponte ;

» facilité d’adaptation a divers milieux et a I’alimentation artificielle ;

= grande résistance aux manipulations fréquentes et possibilité d’élevage dans
différents systémes sans infrastructures trés onéreuses (étangs en terre, cages
flottantes, enclos) ;

= grande résistance aux maladies : trés peu de problémes pathologiques ;
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* bonne qualité alimentaire et organoleptique, et aptitude a la conservation par

séchage, salage ou fumage.

Parmi toutes les espéces de tilapias, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) est la

principale espéce utilisée en aquaculture dans les eaux continentales en Afrique.

Le Burkina Faso, a I’instar des autres pays, rencontre des difficultés pour satisfaire sa
demande en poisson par les péches de capture. En effet, cette demande sans cesse croissante était

estimée en 2001 a 22 000 tonnes contre une production halieutique de 8 505 tonnes (FAO, 2004
a).

. Pour combler ce déficit de la production par rapport a la consommation, il fut créé, dans la
région des Cascades, une station de pisciculture dénommée « Projet Aquaculture de Banfora »
dans les années 1980. Mais, comme cela fut le cas dans la plupart des pays africains dans les
années 1960 (Lazard, 1987), cette tentative a connu des problémes qui étaient, entre autres, des

problémes d’alimentation et de mortalité.

.Dans le souci d’une recherche de solutions, les différents problémes rencontrés ont été
soumis 4 une expertise internationale. Aprés analyses, Lazard (1987) a recommandé dans son
rapport un travail de sélection génétique afin d’améliorer la souche du point de vue des
performances de reproduction et de croissance. En effet, aucune étude de performances
zootechniques, ni de caractérisation génétique des populations d’Oreochromis niloticus du
Burkina, et particuliérement de celle utilisée, n’avait été préalablement réalisée. Or, le Burkina
Faso est drainé par trois cours d’eau internationaux (Comoé, Niger et Volta), ce qui suggére
plusieurs origines possibles des populations d’Oreochromis niloticus, qui pourraient avoir des
performances zootechniques différentes comme le laisse entrevoir les données de la Direction

Générale des Ressources Halieutiques.

Des différences de croissance de 1’espéce sont aussi rencontrées au niveau africain. En
effet, Palada-de-Vera et Eknath (1993) ont montré dans leur étude de comparaison de différentes
souches d’Oreochromis niloticus, des différences de croissance entre les souches provenant du
Ghana (lac Volta), du Sénégal et de ’Egypte. De méme, Morissens et al. (1995), ont observé des
différences de performances zootechniques entre la souche “Bouaké” (Céte d’Ivoire) et la
souche de la riviére Kou du Burkina. Des différences de croissance ont également été observées,
par Assemien et Gouréne (1998), entre la souche “Ghana” (lac Volta), la souche “Niger”, la

souche “Sénégal” et 1a souche “Bouaké”.



3

La présente étude s’inscrit dans le cadre du plan stratégique de développement de
I’aquaculture au Burkina. Son objectif est de caractériser les populations d’Oreochromis
niloticus du Burkina en prélude a une sélection génétique d’une souche d’élevage. Ce travail

préliminaire porte sur I’analyse du polymorphisme de I’ ADNmt.

La premiére partie de ce document consiste en une revue bibliographique des
connaissances actuelles sur ’espéce, sur ’ADNmt et sur quelques techniques de biologie
moléculaire, notamment celles utilisées dans notre étude. La seconde partie, relative a I’étude
expérimentale, décrit les matériels utilisés et la méthodologie suivie. La troisiéme partie présente

les résultats obtenus suivis de leur discussion.



Chapitre I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



[-1 PRESENTATION D’Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)

I-1-1 POSITION SYSTEMATIQUE

Embranchement :

Sous-embranchement :

Super classe :
Classe :

Sous-classe :

Ordre :

Sous-ordre :

Famille :

Sous-famille :

Genre :

Espéce :

Nom commun courant

Vertébrés
Gnathostomes
Poissons
Osteichtyens
Téléostéens
Perciformes
Percoidés
Cichlidés
Tilapinés
Oreochromis
niloticus

: Tilapia ou Carpe

Les synonymes d’Orechromis niloticus (L.) (Photo 1) sont

Sarotherodon niloticus (L.).

: Tilapia nilotica (L.) et

Photo 1 : Oreochromis niloticus.



I-1-2 MORPHOLOGIE

Le corps d’Oreochromis niloticus est peu allongé et comprimé latéralement. Ce corps,
généralement de coloration grisétre, avec des bandes verticales sombres assez bien marquées sur
les flancs, est recouvert d’écailles cycloides. Sa ligne latérale, un organe sensoriel, est
discontinue, donnant ainsi une ligne latérale supérieure et une ligne latérale inférieure. La ligne
latérale supérieure perce 21 a 24 écailles et I'inférieure 14 a 18 écailles (Mélard, 1986). Son
principal caractére distinctif des autres espéces d’Oreochromis est la présence de rayures
verticales blanches et noires sur sa nageoire caudale. Sa nageoire dorsale, grisitre et formée
d’une seule piece, comprend une partie épineuse présentant 17 ou 18 épines et une partie molle
comptant 12 a 14 rayons souples (Mélard, 1986). La papille génitale (sexe) est bien développée
chez les deux sexes et on observe a ce niveau un dimorphisme sexuel des organes génitaux. Chez
les males, la papille génitale est allongée alors que chez les femelles, elle est fort courte et
présente en son milieu une fente transversale (oviducte) située entre I’anus et I’orifice urétal.
Cette caractéristique permet de séparer assez aisément les males et les femelles lorsqu’ils

atteignent un poids de 25-30 g et une taille de 10 a 12 cm (Mélard, 1986).

I-1-3 AIRE DE REPARTITION EN AFRIQUE

Originaire du Haut Nil, Oreochromis niloticus est largement répartie en Afrique. On le
rencontre principalement dans les bassins du Nil, du Niger, du Tchad et dans les lacs du Centre

Est africain : Rodolphe, Albert, Edouard, Tanganyika (Bard et a/., 1974) (Figure 1). C’est une

espéce d’eau douce qui s’adapte au milieu saumatre.

Figure 1 : carte de la répartition naturelle d’Oreochromis niloticus en Afrique.



I-1-4 REGIME ALIMENTAIRE

L’alimentation des alevins (0-5 g) consiste principalement en zooplancton, ensuite la part
du phytoplancton devient de plus en plus grande. Oreochromis niloticus se nourrit aussi de larves
et d’insectes (Bard et al., 1974). Sa chaine alimentaire est courte et il consomme des aliments

variés,

I-1-5 CROISSANCE

Oreochromis niloticus présente une extréme plasticité de la croissance en fonction des
conditions environnementales dont la qualité de 1’eau, mais en général, on rencontre des
individus de poids moyen compris entre 300 g et 350 g. En pisciculture intensive, le facteur
prépondérant est la bonne composition des aliments et la bonne définition de la quantité a
distribuer. La croissance dépend aussi du sexe : le male croit plus rapidement que la femelle.

Cette caractéristique améne de nombreux pisciculteurs a opter pour la méthode monosexe male.

I-1-6 REPRODUCTION

Oreochromis niloticus est un incubateur buccal avec garde uniparentale maternelle. La
reproduction intervient vers 1’age de 6 mois et a lieu quand la température dépasse + 22°C
(Mélard, 1986). Les males se réunissent sur une zone de nidification a faible profondeur et sur un
substrat meuble (gravier, sable, argile, ...). Chaque male porteur d’une coloration caractéristique
défend un territoire bien déterminé et aménage un nid (Schéma 1) ou il tentera d’attirer et de
retenir une femelle mire (Schéma 2); il s’agit d’'une organisation sociale en aréne de
reproduction. Les femelles qui vivent en bandes a proximité de l’aire de reproduction
n’effectuent que de brefs séjours sur les arénes. Allant d’un territoire & un autre, elles sont
courtisées par des males successifs jusqu’au moment ou, s’arrétant au-dessus de la cuvette d’'un
nid, elles forment chacune un couple éphémére. Aprés une parade de synchronisation sexuelle, la
femelle dépose de petits lots d’ovules que le male féconde immédiatement (Schéma 3). A Ia fin
de la fécondation, la femelle quitte le nid, emportant les ceufs dans sa bouche pour les incuber

dans des zones abritées (Schéma 4 et 5).

L’éclosion a lieu dans la bouche de la femelle 4-6 jours aprés 1a fécondation et 1a vésicule
vitelline est complétement résorbée a I’dge de 11-12 jours; la durée de cette phase dépend
principalement de la température de I’eau (Mélard, 1986). Dés que la vésicule vitelline est

résorbée et que les alevins sont capables de prendre de la nourriture exogéne, la femelle laisse
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échapper de sa bouche un nuage d’alevins qui s’oriente par rapport a la mere et se réfugie dans

sa bouche au moindre danger et a I’appel de ses mouvements (Schéma 6).

Lorsque les alevins atteignent une taille de 9-10 mm, ils s’affranchissent définitivement de
leur mére ; celle-ci les libére en eau peu profonde (sur les bords) ol ils s’organisent en banc et

continuent leur croissance (Mélard, 1986).

Une femelle, maintenue dans des conditions favorables, peut se reproduire tous les 30-40
jours (Ruwet et al., 1976 in Mélard, 1986) quand la température est de 25-28°C ; une méme
femelle peut effectuer 7-8 pontes par an mais toutes les femelles d’un lot sont loin de se

reproduire aussi fréquemment (Mires, 1982 in Mélard, 1986).

Schéma 2 : le mile (&) attire la femelle () dans son nid.



Schéma 5 : la femelle avec ses ceufs (egg) en incubation dans sa bouche.



USA.

Schéma 6 : la femelle reprend ses alevins dans sa bouche au moindre danger.

Les illustrations ci-dessus sont celles de Suzanne Gray de I’Université d’ Auburn, Alabama,
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-2 ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES SUR LA DIVERSITE
GENETIQUE D’Oreochromis niloticus

La grande facilité d’adaptation d’Oreochromis niloticus a divers aliments et milieux, fait
qu’elle est largement répandue a travers I’ Afrique. Ces populations africaines ont été subdivisées
en 7 sous-espéces par Trewavas (1983) sur la base de données morphologiques : Oreochromis
niloticus niloticus de I’ Afrique de I’Ouest et du Nil ; O. n. eduardianus des lacs George en
Ouganda, Edward et Tanganyika en République Démocratique du Congo; O. n. cancellatus du
bassin de la riviére Awash en Ethiopie ; O. n. filoa des sources d’eau chaudes de la riviére
Awash (Ethiopie) ; O. n. vulcani du lac Turkana au Kenya ; O. n. baringoensis du lac Baringo

(Kenya) et O. n. sugutae de la riviére Suguta au Kenya (Agnese et al., 1998).

Le regroupement d’une part, des populations d’ Afrique de 1’Ouest et celles du fleuve Nil
dans la méme sous-espéce morphologique, Oreochromis niloticus niloticus et d’autre part, des
populations d’ Afrique de I’Est dans les autres sous-espéces morphologiques, est aujourd’hui en
conflit avec les données génétiques. En effet, les données génétiques (issues de 1’étude du
polymorphisme enzymatique et de I’ADN mitochondrial) révélent une différenciation assez
marquée entre les populations Soudano-sahéliennes (Niger, Sénégal, Volta et bassin du Tchad) et

les populations du Nil et d’Afrique de I’Est.

La différenciation génétique la plus forte est obtenue par I’étude du polymorphisme de
I’ADN mitochondrial. En effet, des travaux ont été effectués sur deux régions hypervariables de
cet ADN, la D-Loop et la ND-5/6, qui ont une fréquence de mutation élevée. Aprés amplification
par PCR, le fragment D-Loop a été d’une part, digéré par six enzymes de restriction (Agnése et
al., 1997 ; 1998), et d’autre part, soumis a un séquengage (Rognon et Guyomard, 1997 ; 2003).
Quand au fragment ND-5/6, son produit amplifié a été digéré par quatre enzymes de restriction
(Rognon et Guyomard, 1997). Les analyses des résultats de ces différentes études montrent une
dichotomie trés nette entre les populations Soudano-sahéliennes et celles du Nil et d’ Afrique de
I’Est. Par contre, il n’y a pas ou il existe peu de données sur la différenciation génétique entre les

populations naturelles d’une aire restreinte.

Concernant les populations du Burkina Faso, seule celle de la riviere Kou a été caractérisée

par analyse du polymorphisme enzymatique (Rognon et al., 1996).
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[-3 ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE MITOCHONDRIAL

L’ADN mitochondrial (ADNmt) est un ADN présent dans la matrice des mitochondries,
organites du milieu cellulaire qui ont I’avantage d’étre présents en de multiples exemplaires dans

une méme cellule et de contenir chacun de nombreuses molécules d’ ADN similaires.

C’est un outil pratique, pour étudier la structure géographique des sous populations a
I’intérieur d’une espéce ou la différenciation génétique entre des espéces trés proches, parce qu’il

évolue rapidement et a tendance a €tre trés polymorphe au sein des espéces.

L’ADNmt des vertébrés se présente sous la forme d’une molécule circulaire, double brin,
sans introns, ni séquences répétées (Figure 2). Les deux brins complémentaires de I’ADNmt sont
représentés par convention et en référence a une légere différence de poids moléculaire, comme
"brin léger" et "brin lourd". La partie non transcrite la plus importante de la molécule,
correspond a la zone contenant I’origine de réplication du brin lourd, nommée boucle D ou D-

Loop.

Sa taille varie chez les vertébrés, entre 16 300 et 19 200 paires de bases, ce qui est trés peu
par rapport aux quelques milliards de paires de bases du génome nucléaire (Moazami-Goudarzi,

1994).

La propriété la plus anciennement connue de I’ ADNmt est sa transmission maternelle, avec
I'organite cellulaire qui le renferme, d’une génération a la suivante. Cette transmission
matriarcale se fait sans recombinaison, ce qui permet de tracer, dans I’immense majorité des cas,
des lignées maternelles. De ce fait, les différences observées entre les molécules proviennent
presque exclusivement des mutations viables, essentiellement de type transition/transversion, les
insertions et délétions principalement localisées dans la région de contrdle, D-Loop, étant rares

(Moazami-Goudarzi, 1994).

Sa seconde propriété, qui est probablement la plus importante dans les domaines de Ia
biologie des populations et de la phylogénie, est sa vitesse d’évolution. Cette vitesse d’évolution
est considérée en moyenne, comme 5 & 10 fois plus grande que celle de I’ADN nucléaire, a

I’exception des séquences microsatellites.
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Figure 2 : exemple d’ ADN mitochondrial, la carte du génome mitochondrial Humain.

I-4 PCR: POLYMERASE CHAIN REACTION OU REACTION DE
POLYMERISATION EN CHAINE

Mise au point au milieu des années 1980 par Kary Mullis, la PCR ou amplification par
réaction en chaine, permet d’amplifier in vitro des séquences d’ADN par répétition de réactions

d’élongation en présence d’amorces nucléotidiques spécifiques et d’'une ADN polymérase.

Cette technique connait un grand essor depuis la découverte d’une archéobactérie
thermophile vivant dans les sources chaudes (70 a 75°C) de Yellowstone National Park (USA),
Thermus aquaticus, et Iutilisation par la suite de sa polymérase stable jusqu’a des températures
proches de 100°C (Tagu et Moussard, 2003). 1l est ainsi possible d’effectuer une succession de
cycles de dénaturation, d’hybridation des amorces et de réplication de I’ADN sans avoir a ajouter
chaque fois de I’enzyme. Toutes ces réactions sont maintenant automatisées grace a des

machines programmables en temps et en température appelées thermocycleurs.

I-4-1 PRINCIPE

Le principe de I’amplification in vitro repose sur la répétition de trois processus (Schéma
7))
% la dénaturation des deux brins d’ADN a température élevée (environ 95°C) afin

d’obtenir des molécules d>’ADN monocaténaires ;
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¢ DIhybridation (annealing) d’amorces oligonucléotidiques (ou  primers)

complémentaires d’une séquence de I’ADN monocaténaire cible. La température

est alors ramenée a une valeur comprise entre 40°C et 65°C, en fonction de la

longueur et de la spécificité des amorces, afin de permettre une bonne fixation de
celles-ci ;

s la réaction d’élongation par une ADN polymérase thermostable (la Taq

polymérase) a partir des amorces, réalisée a température optimale de 72°C.

Les produits du premier cycle d’amplification sont ensuite dénaturés par la chaleur. Les
amorces sont & nouveau hybridées, avec les brins d’ADN provenant du premier cycle, qui
servent de matrice & la polymérase. La synthése de nouveaux brins se fait dans le sens de
I’¢élongation des amorces 5’— 3°. A chaque cycle, le nombre de copies du fragment d’ADN est
doublé et I’on obtient aprés n cycles, 2" fragments. Dans une PCR classique, n varie entre 30 e

40.
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Schéma 7 : amplification d’un fragment d’ADN par PCR.



16
I-4-2 PARTICULARITES

Avant d’entamer les cycles, ’ADN doit subir une dénaturation compléte. Le temps
nécessaire sera donc plus long que celui utilisé dans chaque cycle, afin de bien séparer les deux
chromatides. En effet, par la suite les molécules d’ADN synthétisées seront de la taille des

fragments amplifiés.

Lors du dernier cycle, la durée de I’étape d’élongation sera prolongée pour permettre une

synthése compléte des brins.

A la fin de la phase d’amplification, la température est rabaissée a + 4°C pour inhiber

I’enzyme et garder I’équilibre atteint.

I-5 RFLP: RESTRICTION FRAGMENT LENGTH
POLYMORPHISM OU POLYMORPHISME DE LONGUEUR
DES FRAGMENTS DE RESTRICTION

Le polymorphisme de I’ADN est utilisé comme marqueur génétique d’identification des
individus. Un marqueur génétique doit différencier les génotypes étudiés et étre transmis selon
les lois mendéliennes. II a pour réle d’étiqueter de fagon directe ou indirecte des différences dans

’information génétique portée par deux individus ou plus.

Deux brins d’ADN donnés possédent les mémes molécules de phosphates et de sucres,
mais différent par leurs bases. Plus précisément, ils différent par la séquence de leurs bases,
c’est-a-dire ’ordre dans lequel celles-ci se succédent. Des mutations apparaissant sur une
séquence d’ADN peuvent étres mises en évidence par ’action d’enzymes de restriction qui sont
des endonucléases capables de reconnaitre spécifiquement des zones de I’ADN appelées sites de
restrictions. Lorsqu’une enzyme reconnait un site spécifique de quelques bases, elle coupe la

molécule d’ADN en cet endroit.

La RFLP ou polymorphisme de longueur des fragments de restriction, qui s’effectue sur les
fragments d’ADN amplifiés par la méthode PCR, repose sur la comparaison de profils de
coupures par les enzymes de restriction suite a 1’existence d’un polymorphisme dans la séquence
d’une molécule d’ADN par rapport a une autre. La méthode compare en fait la présence ou

I’absence d’un site de restriction ainsi que les longueurs de fragments générés.

Les enzymes ou endonucléases de restriction sont le plus souvent isolées a partir de

bactéries. Pour les nommer, on leur attribue des noms a 3 (ou 4) lettres qui rappellent I’origine
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du micro-organisme a partir duquel elles ont été isolées. La premiere lettre (en majuscule) est la
premiére lettre du nom du genre ; la seconde et la troisiéme lettre (en minuscules) sont les deux
premiéres lettres du nom d’espéce ; parfois il existe une quatriéme lettre qui indique la souche
bactérienne d’ou est extraite I’enzyme. Le chiffre romain concerne 1’ordre de caractérisation des
enzymes lorsque plusieurs enzymes ont été isolées a partir d’'une méme souche bactérienne
(Adakal, 2004).

Les séquences d’ADN habituellement reconnues par les enzymes de restriction sont dites
palindromiques car elles sont a symétrie inversée ; la succession des nucléotides est la méme
pour le brin I lu dans le sens 5°— 3’ que pour le brin II complémentaire lu également dans le
sens S°— 3’. Les palindromes reconnus par les enzymes de restriction sont généralement

constitués de séquences de 4 ou 6 paires de bases.

Le résultat de la coupure conduit & deux types de fragments :
- des fragments a extrémités franches : ils sont obtenus par coupure au méme endroit sur
les deux brins. Par exemple I’enzyme Hae Il isolée de Haemophilus aegyptius coupe

I’ ADN double brin au niveau de la séquence GG/CC.

5’---GG'CC--3’
Un fragment d’ADN bicaténaire.
3’---CCAGG---5’
Hae III
5’---GG CC---3’ Deux fragments d’ADN a
+ extrémités franches.
3’---CC GG---5°

- la coupure peut aussi étre décalée sur les deux brins et générer des extrémités
monocaténaires (simple brin) ayant des séquences complémentaires appelées
extrémités cohésives ou bouts collants. Par exemple I’enzyme Taq I isolée de Thermus

aquaticus YTI coupe ’ADN monocaténaire au niveau de la séquence T/C.



5---TYCGA—3’
3’---AGC,T---5’
Taq 1
5T CGA---3’
+

3’---AGC T---5’
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Un fragment d’ADN

bicaténaire.

Deux fragments d’ADN

a extrémités cohésives.
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II-1 MATERIELS

II-1-1 MATERIEL BIOLOGIQUE

Des populations d’Oreochromis niloticus, appartenant aux trois bassins hydrographiques
du pays (figure 3), ont été échantillonnées. L.’espece d’intérét est naturellement présente dans les
bassins de la Volta et du Niger, alors que sa présence dans le bassin de la Comoé est liée a des

opérations de repeuplements.

| Hydrographie
oo LR €18 DRSNS
it a lnted =17

Bassin __ A
la Comoe

Figure 3: les trois bassins hydrographiques du Burkina Faso.

Les différentes péches ont été effectuées au filet épervier, par des pécheurs rencontrés sur
les lieux. Les prélévements ont porté sur des morceaux de muscles ou de nageoires et ont été

conservés dans des tubes eppendorf de 1,5 ml contenant de I’éthanol a 70 %.

Le tableau I présente les populations d’Oreochromis niloticus concernées par cette étude.

La derniére colonne décrit la symbolisation utilisée pour distinguer les différentes populations.
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Tableau I : localisation des sites d’échantillonnage des populations étudiées.

Espece Bassins Sous Origines Lieux Nombres | Symboles
bassins d’échantillonnage

Comoé Léraba Danguoindougou 30 C

Kou Bama 30 B

Kou Bazega 15 BZ

Oreochromis Mouhoun Mare aux Mare aux

niloticus Volta Hippopotames | Hippopotames 07 M
Nakambé | Nakambé Bagré 15 BG

Pendjari | Kompienga Kompienga 15 K

Niger Tapoa Tapoa 30 T

II-1-1-1 Bassin de la Comoé

Situé au Sud-ouest du pays, le bassin de la Comoé couvre une superficie de 17 000 km?,
répartie sur les provinces de la Comoé, de la Léraba, du Houet, du Kénédougou et du Poni. 11 se
situe entre 9° 35” et 11° 05’ de latitude Nord, 3° 30’ et 5° 30’ de longitude Ouest. Il prend sa
source dans les falaises de Banfora et coule du Nord vers le Sud. Il est composé de deux unités
hydrographiques comportant chacune un cours d’eau permanent : la Comoé a I’Est et la Léraba a

I’Ouest du bassin.

Au niveau de ce bassin, les échantillons ont été récoltés dans la retenue d’eau de

Danguoindougou, un des affluents de la Léraba, située a une quinzaine de kilométres de Yendéré
(Figure 4).
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Figure 4 : localisation de la retenue d’eau de Danguoindougou (#) sur le bassin de la Comoé.

II-1-1-2 Bassin de la Volta

Le plus important, il s’étend au Centre et & I’Ouest du pays sur une superficie de 178 000
Km?. I est constitué par trois sous bassins majeurs : ceux du Mouhoun, du Nakambé et de la
Pendjari. Les eaux de ses sous-bassins se rejoignent au centre du Ghana, ou elles forment le lac

Volta.

a. Sous bassin du Mouhoun ' !

Cours d’eau permanent issu du méme massif gréseux que la Comoé, le Mouhoun (ex Volta

Noire) et son bassin versant couvre une superficie de 92 000 Km® Il coule d’abord, dans une
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large vallée, en direction du Nord-est, ensuite, change brusquement de direction apres la boucle
du Sourou et s’oriente vers le Sud-est, puis plein Sud. Ses principaux affluents sont d’amont en

aval, le Kou, le Voun hou, le Sourou, le Vranso, le Grand Bal¢, la Bambassou et la Bougouriba.

Les échantillons de ce sous bassin ont été récoltés dans la retenue d’eau de Bama, un
affluent du Kou ; a la Mare aux Hippopotames, une mare qui communique avec le fleuve
Mouhoun en période de crues ; et a la station piscicole de Bazéga (village situé a environ 76 Km
de Ouagadougou sur ’axe Ouaga-Pd) (Figure 5). Les échantillons de cette station sont des

populations du Kou, qui ont longtemps été maintenues en étangs d’élevage.

Figure 5 : localisation de la retenue d’eau de Bama (#) et de la Mare aux
Hippopotames (#) sur le sous bassin du Mouhoun.

b. Sous bassin du Nakambé

Le Nakambé (ex Volta Blanche) prend sa source a I’Est de Ouahigouya et couvre avec son

bassin versant une superficie de 50 000 Km?. Le bassin du Nakambé draine toute la partie
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centrale et le Nord du plateau Mossi et ne coule que pendant la saison des pluies. Ses principaux

affluents sont d’amont en aval le Massili, le Dougoulamondi, le Koulipélé et la Nouhao.

Au niveau du sous bassin du Nakambé, les échantillons ont été récoltés dans le barrage de
Bagré (Figure 6). Ce barrage a une superficie maximale de 25 500 ha et est bati sur le fleuve

Nakambe.

¢. Sous bassin de la Pendjari

La Pendjari forme la frontiére Sud-est du Burkina avec le Bénin et regoit en rive droite
trois affluents (le Doudodo, le Singou et la Kompienga) dont les bassins versants totalisent

21 600 Km?. La Pendjari tarit complétement une année sur deux en Avril 2 Porga au Bénin,

Dans ce sous bassin, la récolte des échantillons s’est effectuée dans le barrage de la

Kompienga (21 600 ha), bati sur la riviére du méme nom (Figure 6).

0, St oo

/\/ Qursdem

GHANA TOGO BENIN

Figure 6 : localisation du barrage de Bagré (¢) et de celui de la Kompienga (#) sur les sous
bassins du Nakambé et de la Pendjari.
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[1-1-1-3 Bassin du Niger

Le bassin du Niger se subdivisé en deux zones :

- le bassin du Banafing ou Ngorolako qui couvre 4 000 km?, se situe dans ’extréme
Ouest du pays. Ces affluents sont : le Dougo, le Seledogo et le Longo. Le Ngorolako
prend sa source sur la partie occidentale du plateau de Bobo-Dioulasso et s’écoule en
direction de I’Ouest dans de larges plaines inondables avant d’attfaindre le Bani, un
affluent du Niger ;

- le bassin du Niger a proprement parler draine le Nord-est et ’Est du pays et couvre 72
000 Km?. Ce bassin est composé de plusieurs affluents de la rive droite du Moyen
Niger : Béli, Dargol, Dyamongou, Gorouol, Goudébo, Sirba, Faga, Bonsoaga, Tapoa,
qui coulent d’Ouest en Est. Souvent ce ne sont que des chapelets de mares entre

lesquelles se trouve un oued aux bras multiples et aux berges indécises.

En dehors du réseau hydrographique, cette zone se caractérise par un nombre important de
petites mares, permanentes ou temporaires, qui occupent les bas-fonds et les espaces

interdunaires ou elles jouent un rdle capital pour la vie pastorale.

Les échantillons étudiés pour ce bassin ont été récoltés a une dizaine de kilométres de

Diapaga dans le barrage de la Tapoa (Figure 7).

Figure 7 : localisation du barrage de la Tapoa (#) sur le bassin du Niger.
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II-1-2 APPAREILLAGES

La réalisation de cette étude a nécessité I'utilisation de plusieurs appareils (annexe 1). De

tous ces appareils, les plus sollicités ont été :

a. La centrifugeuse

La centrifugeuse (Photo 2) permet, par rotation, de précipiter la phase solide en suspension
(débris de cellules, protéines ou ADN précipités,...) et de la séparer de la phase liquide. La
centrifugation s’effectue dans le but d’accélérer le phénoméne de décantation. Elle agit par
augmentation de la séparation statique grace a I’accélération centrifuge. On retrouve alors la

phase solide au fond du tube (culot), la phase liquide étant le surnageant.

A B

Photo 2 : vues externe (A) et interne (B) d’une centrifugeuse.

b. L’appareil a PCR :

L’appareil & PCR ou thermocycleur (Photo 3) permet la réaction de polymérisation
(Polymerase Chain Reaction ou PCR) en produisant un grand nombre de fois le méme cycle. Les
cycles sont constitués de couples temps/températures qui permettent la polymérisation. Le
thermocycleur est constitué d’un compartiment en aluminium permettant de chauffer ou de
refroidir les échantillons en fonction du cycle demandé¢, ainsi que d’un programmateur
permettant |’enregistrement de plusieurs cycles utilisés fréquemment, ce qui évite de perdre du

temps a chaque manipulation.
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Photo 3 : vues externe (A) et interne (B) d’un thermocycleur.

¢. Les cuves a électrophorése :

Les cuves a électrophorése (Photo 4) sont des cuves qui ont deux fils de platine (ou autre
métal conducteur) a chaque extrémité. La cuve est remplie d’un liquide, le tampon de migration,
dans lequel sera placé le gel d’électrophorése. Le liquide permet le passage du courant,
provenant d’un générateur électrique, entre les deux électrodes. Ce courant permet la migration
de molécules, préalablemént déposées dans des cavités formées dans le gel, en fonction de leur

charge électrique.

Photo 4 : cuve a électrophorese (B) accompagneée d’un générateur (A).

d. Le bain-marie :

Un bain-marie (Photo 5) est un appareil, programmable en température, qui permet de

chauffer de I’eau. Dans cette eau, on plonge un récipient contenant une préparation a chauffer.
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Photo 5 : vues externe (A) et interne (B) d’un bain-marie.

I1-2 METHODES

II-2-1 EXTRACTION DE L’ADN

L’extraction de I’ADN d’une cellule requiert une lyse préalable de celle-ci. Ensuite, les
membranes et protéines spécifiques de la cellule doivent étre dégradées pour permettre la
séparation des acides nucléiques des autres composantes cellulaires, 1’étape finale consistant en

la purification de cet ADN.

L’extraction de I’ADN des morceaux de tissus prélevés a été réalisée d’aprés le protocole

décrit par le kit Promega « WIZARD®Genomic DNA Purification Kit ».

Pour recueillir de I’ADN, il faut prélever un petit morceau de tissus, qui sera digéré a 55°C
pendant 3 heures dans 600 pl de solutions EDTA (0,5 M, pH 8,0)/«Nuclei Lysis solution» par
350 pg de protéinase K. Aprés la digestion, 200 pl de «Protein precipitation solution» sont
ajoutés a ce produit et les protéines sont précipitées par centrifugation a 14 000 tours/min. Le
surnageant contenant de I’ADN est transféré dans un tube contenant 600 pul d’isopropanol. Le
tube est remué doucement jusqu’a I’obtention d’une masse visible qui est ’ADN avant d’étre
centrifugé a 14 000 tours/min. A la fin de cette centrifugation, I’ADN est rincé a I’éthanol,

desséché puis réhydraté dans 100 pl de « DNA Rehydration solution».

L’ADN ainsi obtenu peut étre conservé 2 mois a 4°C ou presque indéfiniment a -20°C.
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I1-2-2 CONTROLE DE L’ADN

Aprés extraction, la qualité de I’ADN est estimée en faisant migrer les échantillons sur un

gel d’agarose de routine de concentration 1%. Pour préparer le gel :

introduire dans un erlenmeyer, 1,25 g d’agarose de routine pour 125 ml de TBE 1X.
Bien mélanger le contenu avant de le chauffer dans un four a micro-ondes pendant 2
minutes, afin de dissoudre les particules d’agarose en suspension et d’obtenir une
solution parfaitement homogeéne, transparente et dépourvue de particules ;

ajouter 10 ul de BET (0,625 mg/ml) et bien homogénéiser la solution. Le BET détecte
la présence de molécules d’ADN et se lie a elles en s’intercalant entre les bases. Ce
réactif est fluorescent lors d’une exposition aux rayons Ultraviolets, et permet ainsi de
visualiser ’ADN sous forme de bande rouge-orange. Le BET est mutagéne, par
conséquent, des précautions d’utilisation s’imposent (gants, blouse) ;

afin de pouvoir déposer les échantillons, placer dans un moule un ou plusieurs peignes
dont le nombre de dents est fonction du nombre de dépdts ;

lorsque le mélange atteint une température d’environ 70°C, il est renversé dans le
moule précédemment préparé et est solidifié au bout d’une trentaine de minutes a I’air

ambiant,

Apres la polymérisation, le gel est placé dans la partie centrale de la cuve a électrophorése

et est recouvert avec du tampon TBE 1X, selon le schéma 8. 1l est conseillé d’immerger le gel

dans le tampon avant de retirer délicatement les peignes, afin de ne pas abimer les puits de

dépots.

Sens de migration

Tampon Puits Gel

Schéma 8 : mise en place du gel.
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Pour le dépdt, 3 ul d’ADN réhydraté est mélangé avec une goutte de colorant «Gel
Loading solution» et le mélange est introduit dans un puits a I’aide d’une micropipette. Le
colorant ne réagit pas avec le BET, il joue seulement le réle de témoin de migration. La
migration est lancée a la fin des dép6ts avec un voltage de 80 volts et une durée d’une heure.
L’ADN étant une molécule chargée négativement, placée dans un champ électrique, elle migre

de la cathode (-) vers I’anode (+).

A la fin de la migration, le gel est enlevé de la cuve et placé sur une table a Ultraviolet,
sous laquelle, I’ADN complexé au BET émet une fluorescence orangée. L’image ainsi obtenue,
est visualisée sur un moniteur qui permet de la photographier ou de I’enregistrer sur une

disquette.

II-2-3 PCR : POLYMERASE CHAIN REACTION
I1-2-3-1 Amplification du géne ND-5/6

Le choix des amorces spécifiques se faisant en fonction de la région a amplifier, les
amorces ND-5/6-R et ND-5/6-S ont été choisies pour I’amplification du géne ND-5/6, longue
d’environ 2 500 pb.

ND-5/6-S: 5’-AATAGTTTATCCATTGGTCTTAGG-3’
ND-5/6-R: 5’>-TTACAACGATGGTTTTTCATATCA-3’

Ces amorces qui ont été utilisées par Cronin et al. (1993), sur le saumon chinook
(Oncorhynchus tshawytscha) et sur le saumon kéta (Oncorhynchus keta), n’ont donné que des
bandes non spécifiques avec Oreochromis niloticus. De ce fait, d’autres amorces ont été

utilisées. Il s’agit de la C-Glu et de la C-Leu3 (Park et al., 1993).

C-Glu : 5’-CAACGGTGGTTCTTCAAGTC-3’
C-Leu3 : 5’-GGAACCAAAAACTCTTGGTGCAACTCC-3’

Chaque réaction de PCR est composée de 3 pl d’ADN réhydraté ; 6 ul de Tampon 10 x
contenant du MgCl, (15 mM) ; 3,6ul de MgCl; (25 mM) ; 0,6 ul de dNTPs (20 000 uM) ; 0,6 pul
de chacune des deux amorces (20 uM chacune) ; 0,4 pl de Taq polymerase (5 ui/ul) et 45,2 ul
d’eau distillée pour compléter le volume final a 60 pl. Les cycles d’amplification, au nombre de

34, sont constitu€s comme suit : 94°C pendant 45 s, 60°C pendant 45 s, 72°C pendant 3 mn.
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I1-2-3-2 Electrophorése des produits d’amplification

Aprés la PCR, on obtient une certaine quantité de produits amplifiés qui peut étre analysée
par électrophoreése sur gel d’agarose de routine de concentration 1,5%. La préparation de ce gel
s’effectue comme décrite plus haut avec pour seules différences les quantités d’agarose et de

BET qui sont maintenant respectivement de 1,875 g et 15 pl.

Le dépbt des échantillons se fait dans les puits en mélangeant 3 pl de produit PCR et une
goutte de «Gel Loading solutiony». Sur chaque rangée de peignes, introduire dans un puits 2 ul de

marqueur de poids moléculaire (1 pl de 100 pb DNA Step Ladder + 1 ul de son tampon).

La migration s’effectue pendant 2 heures 30 minutes a 120 volts. Aprés la migration, le gel
est observé sous une lampe Ultraviolet et les molécules d’ADN complexées au BET deviennent

visibles sous forme de bandes dont la taille est définie a I’aide du marqueur de taille.

I1-2-4 RFLP: RESTRICTION FRAGMENT LENGTH
POLYMORPHISM

I1-2-4-1 Digestion du géne ND-5/6

L’ADN des individus a comparer est digéré par cinq enzymes qui ont €té choisies en

fonction de leur site de restriction (Tableau II).

Tableau II : liste des enzymes utilisées.

Nucléases Sources Sites reconnus
Alul Arthrobacter luteus | 5’---AG" CT---3
3’---TCaGA---5
HaeIll | Haemophilus 5---GGYCC---3’
aegyptius 3’---CCaGG---5’
Hinf Haemophilus 5---GYANT C---3’
influenzae Rf 3’---C TNA.G---5’
. ) v ’
Hpa II Haemophilus 5---C"CG G---3
parainfluenzae 3’---G GC,LC---5°
Taq 1 ‘%{mus aquaticus 5 TYCG A3’
3’---A GC,LT--5
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Les enzymes sont utilisées séparément, en digestion simple. Les mémes conditions
opératoires ont €été utilisées pour quatre des cinq enzymes de restriction a savoir Alu I, Hae III,
Hinf I et Hpa II (incubation a 37°C au bain-marie pendant 3 heures). Pour la Taq I, une

incubation est réalisée pendant 3 heures a 65°C.

I1-2-4-2 Electrophorése des fragments de restriction

Pour toutes les cinq enzymes, la migration des produits de digestion est effectuée sur un gel
d’agarose Nusieve 2% (soit 2,5 g pour 125 ml de TBE 1 x). L’agarose Nusieve permet une
meilleure séparation des fragments de taille inférieure a 1 Kb que I’agarose de routine. Afin de
pouvoir recevoir la totalité du produit de digestion et donner une meilleure résolution, les puits
préparés doivent étre fins, étroits et profonds. Les produits de digestion sont migrés aux cotés
d’un marqueur de poids moléculaire (100 bp DNA Step Ladder) pour identifier la taille des

fragments obtenus. La migration s’effectue en 2 heures a 100 volts.



Chapitre III RESULTATS ET DISCUSSION
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[II-1 RESULTATS

HI-1-1 AMPLIFICATION DU GENE ND-5/6 PAR ND-5/6-S ET ND-5/6-R

L’amplification du fragment ND-5/6, réalisée avec les amorces ND-5/6-S et ND-5/6-R
(Cronin et al., 1993), n’a pas donné de résultats satisfaisants malgré I’application de différents
protocoles. En effet, des essais avec différentes concentrations de réactifs et différentes
températures d’hybridation ont tous connu des échecs. Ces échecs se sont traduits, soit par la non
apparition de bandes (Photo 6), soit par I’apparition de bandes de tailles non souhaitées appelées

bandes non spécifiques (Photo 7).

Photo 6 : électrophorése sur gel d’agarose de routine (1,5%) des produits
d’amplification n’ayant pas donné de bandes avec les amorces ND-5/6-S
et ND-5/6-R a [MgCl2] 3 mM et température d’hybridation 60°C.

Photo 7 : électrophorese sur gel d’agarose de routine (1,5%) des produits
d’amplification ayant donné des bandes non spécifiques avec les amorces
ND-5/6-S et ND-5/6-R a [MgCl2] 3 mM et température d’hybridation 46°C.
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II-1-2 AMPLIFICATION DU GENE ND-5/6 PAR C-Glu ET C-Leu3

Au vu de I'échec de la PCR avec les amorces ND-5/6-S et ND-5/6-R, de nouvelles
amorces ont été testées, il s’agit de la C-‘Glu et de la C-Leu3 (Park et al,, 1993). Ces derniéres
amorces ont permis d’obtenir, aprés ampliﬁcation du fragment ND-5/6 a la concentration MgCl,
de 3 mM et aux températures d’hybridation de 60°C, 56°C, et 53°C, des bandes uniques a
environ 2 500 pb appelées bandes spécifiques (Photo 8) correspondant a la taille attendue selon

les publications (Cronin et al., 1993 ; Park et @/, 1993; Rognon et Guyomard, 1997).

Photo 8 : électrophorese sur gel d’agarose de routine (1,5%) des produits
d’amplification ayant donné des bandes spécifiques avec les amorces
C-Glu et C-Leu3 a [MgCl2] 3 mM et température d’hybridation 56°C.

II-1-3 CARACTERISATION DES POPULATIONS PAR RFLP

Les produits de coupure des cinq enzymes (Alu I, Hae 111, Hinf I, Hpa II et Taq I)
apparaissent, aprés migration sur gel d’agarose Nusieve (2%), en plusieurs bandes lorsque
I’enzyme reconnait son site de restriction ou dans le cas contraire en une seule bande a la méme

taille que le produit d’amplification.

a. Alul

En fonction de la taille et du nombre des fragments de restriction obtenus, les différents
profils (Figure 9) ont pu étre regroupés en quatre haplotypes (Tableau III). Ces haplotypes ont

été désignés par les lettres A, B, C et D en fonction de la taille totale des fragments générés.
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Photo 9 : électrophorése sur gel d’agarose Nusieve (2%) des produits de digestion
de I’enzyme de restriction Alu I.

Tableau I1I : les différents haplotypes obtenus avec Alu I en fonction de la taille et du
nombre de fragments.

Haplotypes Taille estimée des bandes observées Total
A 660 590 470 380 200 140 110 2 550
B 660 590 470 380 140 110 90 2 440
c” 660 590 470 380 140 110 2350
D 660 590 470 380 110 90 2300

L’analyse du pourcentage de chaque haplotype dans les différentes populations montre
une prédominance de I’haplotype C (87% a 100%). Les autres haplotypes ne dépassant guére les
7% (Tableau IV).

Tableau I'V: répartition des haplotypes de Alu I dans les différentes populations.

Populations B |BG |BZ |C K M T
Haplotype (30) | (15) | (15) |(30) | (15) [(07) |(30)
o)
A - - - - - - 7
B 7 - - - - - -
C 90 87 93 100 100 100 93
D 3 - = = . 5 i
Pb - | B 7] - - ; )

NB : Pb = échantillons non lisibles ou dont la somme des tailles des différents fragments

dépassent 2 550 pb.
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L’analyse des pourcentages par bassin hydrographique montre une prédominance de
I’haplotype C dans les trois bassins : 93% dans les bassins de la Volta et du Niger, 100% dans le

bassin de la Comoé.

Photo 10 : électrophorése sur gel d’agarose Nusieve (2%) des produits de digestion de
I’enzyme de restriction Hae III.

Appliquant le méme principe (taille et nombre des fragments de restriction obtenus), les
profils (Photo 10) ont pu étre regroupés en cinq haplotypes désignés par les lettres A, B, C, D et

E en fonction de la taille totale des fragment générés (Tableau V).

Tableau V : les différents haplotypes obtenus avec Hae III en fonction de la taille et du
nombre de fragments.

' Haplotypes Taille estimée des bandes observées Total
| A 600 | 550 | 380 | 260 | 250 | 220 | 180 100 | 2540
B L600 | 550 [ 380 250 | 220 | 180 | 150 | 100 | 2430
c 600 | 550 | 380 250 | 220 | 180 100 | 2280
D 550 | 380 | 260 | 250 | 220 | 180 100 | 1940
E 900 550 | 380 250 180 100 | 2360

L’ analyse du pourcentage de chaque haplotype dans les différentes populations montre une
prédominance de 1’haplotype C (80% & 100%). Les autres haplotypes étant compris entre 3% et

20% (Tableau VI).
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Tableau VI : répartition des haplotypes de Hae III dans les différentes populations.

Populations B [BG [Bz |[C K M T
I-Iaplol,\-'pc(.{i/h} (30) [ (15) | (15) |(30) |[(15) |(07) |(30)
A 3 13 - - 20 | - -
B - - B - - - 20
C 80 87 80 93 80 100 80
D 3 - - - - - -
B 3 - - - & 2 =
Pb 10 - 20 i - - -

NB : Pb = échantillons non lisibles ou dont la somme des tailles des différents fragments

dépassent 2 550 pb.

La prédominance de I’haplotype C est également constatée au niveau des trois bassins

hydrographiques : Niger 80%, Volta 83% et Comoé 93%.

c. Hinfl

Photo 11 : électrophorése sur gel d’agarose Nusieve (2%) des produits de digestion de
I’enzyme de restriction Hinf L.
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Les produits de digestion de Hinf I ont révélé pour tous les individus, apres électrophorése

(Photo 11), un seul profil de coupure qui a été désigné par la lettre A (Tableau VII).

Tableau VII : haplotype obtenu avec Hinf I en fonction de la taille et du nombre de

fragments.
Haplotype Taille estimée des bandes observées Total
A 830 630 430 400 220 2510

L’analyse du pourcentage du seul haplotype obtenu avec Hinf I dans les différentes
populations montre sa prédominance dans presque toutes les populations (67% a 93%), excepté
celles de la Mare aux Hippopotames (29%) (Tableau VIII). Dans cette derniere, la majorité des

profils de restriction pose des problémes de lecture.

Tableau VIII : répartition de 1’haplotype de Hinf I dans les différentes populations.

Populations B |[BG |BZ C K M T
Haplotype: B0y [ (15 [ A5 | @0 |15 o7 | 30
(%)
A 90 80 67 70 87 29 93
Pb 10 20 33 30 13 71 7

NB : b = échantillons non lisibles ou dont la somme des tailles des différents fragments

dépassent 2 550 pb.

L’unique haplotype A prédominant dans presque toutes les populations, 1’est aussi dans les

différents bassins hydrographiques : Comoé 70%, Volta 78% et Niger 93%.



40

——
——
—
—
——
——
[ —

Photo 12 : électrophorése sur gel d’agarose Nusieve (2%) des produits de digestion de
I’enzyme de restriction Hpa II.

Comme Hinf I, I’enzyme de restriction Hpa II n’a donné qu’un seul profil (Photo 12) qui a
été désigné par la lettre A (Tableau IX).

Tableau IX : haplotype obtenu avec Hpa II en fonction de la taille et du nombre de

fragments.
Haplotype Taille estimée des bandes observées Total ’
A 810 720 680 290 2500 ‘

L’analyse du pourcentage de I’haplotype A montre sa dominance plus ou moins
prononcée dans les différentes populations (40% a 83%) (Tableau X). Dans les populations de

Bama, de Bagré et de Bazéga, beaucoup d’échantillons posent des problémes de lecture.

Tableau X : répartition de I’haplotype de Hpa Il dans les différentes populations.

Populations B |BG [BzZ |C K [M T
Haplotypes 30) [ 15) [(15) [(30) |15 |(©07) |[(30)
[n/u)
A 40 | 53 ‘ 40 | B3 | 3| T 83
1
Pb 60 | 47 | 60 | 27 | 27 | 29 | 17

NB : Pb = échantillons non lisibles ou dont la somme des tailles des différents fragments

dépassent 2 550 pb.

L’analyse du pourcentage du seul haplotype A dans les différents bassins hydrographiques

montre sa prédominance dans les bassins de la Comoé (73%) et du Niger (83%) et une

dominance moindre dans celui de la Volta (51%).
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Photo 13 : électrophorése sur gel d’agarose Nusieve (2%) des produits de digestion de
I’enzyme de restriction Taq I.

L’analyse des gels aprés digestion par la Taq [ a révélé quatre profils différents (Photo

13) désignés par les lettres A, B, C et D, en fonction de la taille totale de la bande (Tableau XI).

Tableau XI : les différents haplotypes obtenus avec Taq I en fonction de la taille et du
nombre de fragments.

Haplotypes Taille estimée des bandes observées Total
A 1600 520 250 150 2520
B 1 500 520 250 150 2420
C 1 600 520 150 2270
D 1500 520 150 2170

L’analyse du pourcentage de chaque haplotype dans les différentes populations montre une
prédominance de trois haplotypes : A (86%), B (100%) et C (67%). L haplotype D n’est présente

que dans une seule population et a un trés faible pourcentage (Tableau XII).



Tableau XII : répartition des haplotypes de Taq I dans les différentes populations.

Populations B |BG |BZ C K M T
I:--I_aplot.\fpek%) 30) [ (15) [ (15) |(30) | (5 |[(@©O7)y |@30)
A 30 27 20 - 13 86 -
B 50 13 7 7 7 14 100
C 10 53 60 67 67 - -
D - - - 3 - - .
Pb 10 7 13 23 13 - -

NB : Pb = échantillons non lisibles ou dont la somme des tailles des différents fragments

dépassent 2 550 pb.

L’analyse des pourcentages des différents haplotypes par bassin hydrographique (Tableau
XIII) montre une prédominance de I’haplotype A dans le bassin de la Volta (29%), de
I’haplotype B qui semble fixé dans le bassin du Niger (100%) et de ’haplotype C dans le bassin

de la Comoé (67%). L’haplotype D ne représentant que 3% dans le bassin de la Comoé.

Tableau XIII : répartition des haplotypes de Taq I dans les différents bassins

hydrographiques.
Bassins Comoé Volta Niger
IHaplotypes (30) (82) (30)
(%)

A - 29 -

B 7 24 100

C 67 37 -

D 3 - -

Pb 23 10 -

NB : Pb = échantillons non lisibles ou dont la somme des tailles des différents fragments

dépassent 2 550 pb.
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I1I-2 DISCUSSION

I11-2-1 MISE AU POINT DU PROTOCOLE D’AMPLIFICATION

La difficulté majeure rencontrée au cours de cette étude fut le choix du couple d’amorces
pour I’amplification du géne ND-5/6. Ce fragment de I’ADNmt dont les premiers nucléotides
sont bien connus, doit étre amplifié avec des amorces qui lui sont spécifiques. Le fragment
correspondant chez Oreochromis niloticus a déja été¢ amplifié par Rognon et Guyomard (1997).
Mais, ces derniers ont seulement mentionné dans leur écrit, sur la différenciation de I’ADNmt
entre les populations de Oreochromis niloticus de 1’ Afrique de 1’Ouest et celles de I’Est, qu’ils
ont utilisé les amorces de Cronin et al. (1993) pour amplifier le fragment ND-5/6, sans en
préciser la séquence exacte. En effet, dans leur étude sur les variations intra et inter spécifiques
de ’ADNmt chez deux especes de saumons : le saumon chinook (Oncorhynchus tshawytscha) et
le saumon keta (Oncorhynchus keta), Cronin et al. (1993) ont utilisé le couple d’amorces ND-
5/6-S et ND-5/6-R pour I’amplification du fragment ND-5/6 des saumons. La séquence du
couple d’amorces qui leur a permis d’obtenir des résultats satisfaisants, apres électrophorése des
produits de la PCR, n’a donné aucune satisfaction avec Oreochromis niloticus. En effet, a la
révélation, aucune bande ou des bandes non spécifiques ont été observées. A plusieurs reprises,
nous avons tenté de résoudre ce probléme d’invisibilit¢ ou de non spécificité des bandes
obtenues, soit en modifiant la concentration des réactifs, soit en jouant sur la température
d’hybridation ou sur le temps d’élongation, soit en modifiant les trois paramétres en méme

temps. Aucun résultat satisfaisant n’a été obtenu.

Face a I’échec de plus d’une quinzaine de PCR, de nouvelles amorces (Park et al., 1993)
ont été testées. Ces auteurs ont utilisé dans leur étude sur les faibles niveaux de variations intra
spécifiques de I’ADNmt chez le saumon keta (Oncorhynchus keta), le couple d’amorces C-Glu
et C-Leu3 pour ’amplification du fragment ND-5/6. Ce dernier couple d’amorces a permis dans

notre étude d’obtenir aprés révélation, des bandes spécifiques chez Oreochromis niloticus.

Il ressort donc de nos résultats que le couple d’amorces ND-5/6-S et ND-5/6-R n’est pas
spécifique de la séquence du géne ND-5/6 d’Oreochromis niloticus. Ces amorces pourraient
s’hybrider ailleurs dans le génome (mitochondrial et/ou nucléaire). Par contre, on peut conclure

que les amorces C-Glu et C-Leu3 sont spécifiques du gene ND-5/6 de Oreochromis niloticus.

Lorsque nous comparons les deux couples d’amorces, nous constatons, en plus de la

différence dans leur constitution, une différence du nombre de bases dans le couple C-Glu et C-
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Leu3 alors que le couple ND-5/6-S et ND-5/6-R a le méme nombre de bases. En effet, C-Glu a

vingt bases alors que C-Leu3 en a vingt sept.

Cependant, il faut également signaler que, méme avec ce couple d’amorces, tous les
¢échantillons n’ont pu étre amplifiés & la méme température d’hybridation. En effet, certains ont
été amplifiés a 60°C, d’autres & 56°C et d’autres enfin a 53°C. Quelques échantillons n’ont pu

étre amplifiés a aucune de ces températures.

Si nous regroupons les échantillons par température d’hybridation, nous constatons que,
les populations du bassin de la Volta se sont hybridées en grande partie a4 deux températures :
56°C (51%) et 53°C (35%), contrairement a celles du bassin du Niger qui ne se sont hybridées
grandement qu’a la seule température de 56°C (77%). Quand aux populations du bassin de la
Comoé, elles se sont hybridées aux trois températures qui sont : 60°C (37%), 56°C (33%) et
53°C (30%). Ces variations de la température d’hybridation en fonction des bassins
hydrographiques ont laissé présager de I’existence d’une possible différence dans la séquence du

fragment ND-5/6 entre les populations des différents bassins.

La variation de la température d’hybridation observée au sein d’une méme population peut
étre liée, soit & un mélange de populations dii aux opérations de repeuplement, soit & une possible
apparition de mutations plus ou moins importantes au niveau du site de fixation des amorces.
Lorsque la mutation est peu importante, un abaissement de la température peut conduire & une
amplification du fragment. Dans certains cas, il n’y a pas de fixation possible des amorces, donc
pas d’amplification. Pour conforter cette hypothese de forte variabilité aux sites de fixation des
amorces, nous avons pu noter que Roca et al. (2005), ont di utiliser trois couples d’amorces
différents pour amplifier le méme géne ND-5/6 chez deux espéces africaines d’éléphants,

I’éléphant de forét et 1’éléphant de savane.

Il faut noter également que certains échantillons qui ne réagissaient pas aux différentes
températures d’hybridation ci-dessus citées (cas des populations de la Mare aux Hippopotames)
ont pu étre amplifiés grace a une purification supplémentaire au Chelex, ce qui laisse penser que
la purification au kit Promega n’était pas adéquate. D’autres investigations devront étre réalisées

pour comprendre ce phénomeéne.

L’extraction de I’ADN étant une étape importante, il faudra donc tester les deux méthodes
d’extraction (kit Promega et Chelex) sur I’ensemble des échantillons, afin de pouvoir choisir la

méthode d’extraction la meilleure.
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I11-2-2 ANALYSE DES DONNEES DE LA RFLP

La méthode de lecture des profils de coupure repose sur une comparaison de la présence ou
de I’absence d’un site de restriction ainsi que les tailles des fragments générés par les différentes

digestions.

A la lecture des profils de coupure, les enzymes Alu I, Hae III et Taq I ont donné chacune
plusieurs haplotypes différents par la taille totale des fragments générés; des tailles totales
souvent trés inférieures a la taille du produit amplifié (environ 2 500 pb). Un test de répétitivité,
c'est-a-dire la reprise des manipulations dans les mémes conditions et la comparaison des
résultats, a été quelques fois nécessaire pour confirmer certains résultats douteux (cas de
I’haplotype D de I’enzyme Hae III). Cette variation de taille totale d’un haplotype & un autre peut
s’expliquer de deux maniéres, vu la faible résolution du gel d’agarose Nusieve. Elle peut
s’expliquer soit par des superpositions de bandes de méme taille ou différentes de seulement

quelques bases, soit par 1’obtention de bandes de trés faible taille.

Différents haplotypes ont été obtenus avec les cinq enzymes de restriction utilisées. Hormis
les échantillons qui posent des problémes de lecture (peut étre dus a des contaminations lors des
manipulations) et qu’il faudrait reprendre, les enzymes Hinf I et Hpa II présentent un seul
haplotype et I’enzyme Alu I en présente quatre dont le dominant est 1’haplotype C (94%). Ces
résultats correspondent aux haplotypes obtenus au niveau des populations de Oreochromis

niloticus de la zone Ouest africaine (Rognon et Guyomard, 1997).

La quatriéme enzyme qui est I’enzyme Hae III, donne également un haplotype dominant
qui correspond & I’haplotype C (84%) mais cette enzyme ne figure pas sur la liste des enzymes
utilisées par Rognon et Guyomard (1997) sur I’espéce Oreochromis niloticus. Elle a plutot été
utilisée par Agnése et al. (1997) sur la méme espéce mais sur un autre fragment de I’ADNmt, la

D-Loop (1 000 pb) ot ils ont obtenu deux haplotypes.

Ces quatre premiéres enzymes semblent peu intéressantes pour I’étude de la diversité
génétique a I’échelle du pays. La cinquiéme enzyme, & savoir la Taq I, présente elle un
polymorphisme plus important avec les haplotypes suivants : A (17%), B (37%) et C (35%).
D’aprés les données de la littérature, cette enzyme n’a jamais été utilisée chez cette espéce. Elle
a été utilisée par Cronin et al. (1993) sur le méme fragment mais sur une autre espéce de
poissons, le saumon chez laquelle ils ont trouvé deux haplotypes. Il serait donc intéressant

d’utiliser cette enzyme sur un plus grand nombre d’individus et surtout sur d’autres populations
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au niveau macro géographique (populations de I’ Afrique de I’Est, de 1’Ouest et du bassin du Nil)

pour observer le regroupement de ces populations par rapport a cette enzyme.

Pour cette enzyme, lorsque nous considérons les populations par bassin hydrographique,
nous notons que ’haplotype A est fréquent dans le bassin de la Volta (29%), ’haplotype B
semble fixé dans le bassin du Niger (100%) et ’haplotype C est fréquent dans le bassin de la
Comoé (67%). Par ailleurs, les haplotypes A, B et C sont retrouvés dans les populations de la
Volta; les haplotypes B, C et D dans les populations de la Comoé alors que les populations du
bassin du Niger ne présentent qu’un seul haplotype qui est le B. Cette répartition des haplotypes
de la Taq I témoigne de I’hétérogénéité des populations de Oreochromis niloticus du Burkina
Faso. Ce résultat pourrait expliquer en partie les variations observées dans la température
d’hybridation entre les populations des différents bassins hydrographiques. Cette hétérogénéité
de la population traduit une diversité biologique liée sans doute & la colonisation des cours d’eau
par différentes populations de Oreochromis niloticus. Le fait de retrouver plusieurs haplotypes
dans un méme cours d’eau pourrait étre lié, aux actions anthropologiques a travers les multiples

campagnes de repeuplement.

Une analyse complémentaire plus spécifique utilisant les microsatellites permettra d’affiner
la compréhension de la structuration de la diversité génétique du tilapia. En effet, le taux de
mutation des marqueurs microsatellites est supérieur & celui de ’ADNmt; en outre les
microsatellites sont présents dans le génome nucléaire et donnent accés a I’information génétique
transmise par les males et les femelles, a la différence de ’ADNmt qui vient de la lignée
maternelle. Les microsatellites sont des séquences du génome constituées par la répétition en
tandem d’un motif simple d’ADN (quelques nucléotides) dont le polymorphisme ne réside pas
dans des mutations ponctuelles, mais dans le nombre de répétitions de ces motifs simples et dont

les fragments d’amplification ne différent en taille que de quelques bases.



47
CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude sur la caractérisation génétique des populations de Oreochromis niloticus
constitue I’une des premiéres phases du programme de sélection génétique en cours au Burkina
Faso. Au cours de celle-ci, nous avons pu mettre au point un protocole d’amplification du géne
ND-5/6 de I’ADNmt. Aprés amplification, les produits amplifiés du gene ont été digérés par cinq
enzymes de restriction et ont révélé un fort polymorphisme pour I’enzyme Taq I. En effet, cette
enzyme a donné quatre haplotypes qui ont permis de regrouper toutes les populations en trois
grands groupes appartenant aux trois bassins hydrographiques que compte le pays a savoir la

Comoé, la Volta et le Niger.

L’analyse du polymorphisme de I’ADNmt semble montrer une discrimination assez nette
entre les populations et I’existence d’une diversité génétique importante. Elle doit alors étre plus
largement étudiée par une étude plus approfondie avec la Taq I sur un plus grand effectif et par
I’utilisation d’autres outils, particuliérement les marqueurs microsatellites afin de confirmer les
résultats obtenus. Si la forte diversité génétique s’avére une réalité, il serait intéressant par la
suite d’effectuer des croisements intra et inter populations et de comparer les différentes
performances zootechniques afin de pouvoir sélectionner, aprés estimation des valeurs de
croisements en terme génétique et financier, une meilleure souche d’élevage qui sera vulgarisée

aupres des pisciculteurs.
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ANNEXE 1
En plus du matériel ordinaire de Laboratoire, les appareils suivants ont été utilisés :

> Agitateurs :
e Agitateur vortex
Janke&Kunkel
IKA-WERK
e Agitateur magnétique chauffant 4 postes
Fisherbrand

» Appareil a glace pilée :
ICE Flakers
Brima Ice Markers

» Autoclave :
Webeco

» Bain-marie :
Memmert

> Balance :
Sartorius type L610D

» Centrifugeuse :
Sigma 201 m

» Congélateur —20°C :
Sidex

» Cuves a électrophorése pour gels d’agarose :
¢ Horizontal Midi-Gel Unit
Model # MGU-600T
C.B.S Scientific Co
o Horizontal Mini et Midi gel
Fisherbrand
> Distillateur :
Verre Schott

» Four a micro-ondes :
900 W
Micrologic MW 260
» Générateurs :
e Générateur pour Electrophorése 3000 V
Gen-apex 3000 X
Prolabo
e Générateur 3000 V
Electrophoresis Power Supply PS 3003
Apelex



e (Générateur 300 V
Electrophoresis Power Supply
Fisher Scientific LABOSI

Hotte a flux laminaire:
ESI FLUFRANCE 220 V 50 Hz
Equipements Scientifiques & Industriels

Incubateur :
Hybaid
Mini Oven MK I

pH-métre:
e Microprocessor pH/mV/°C Meter
5 Watts
e pH meter BASIC 20
CRISON Instruments S.A

Photo-print :
Vilber Lourmat

Réfrigérateur :
Bosch

Stérilisateur :
Memmert

Thermocycleur :
PTC-1 OOTMProgrammable Thermal Controller
MJ Research IMC.
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ANNEXE 2

PROTOCOLE D’EXTRACTION DE L’ADN

Le kit Promega a été utilisé pour I’extraction :

mélanger dans un tube de centrifugation, 120 pl de solution EDTA de concentration

0,5 M (pH 8,0) et 500 pl de solution de lyse des noyaux. Laisser refroidir le mélange

sur de la glace ;

mettre 0,5-1 cm de tissu dans un tube de micro-centrifugation de 1,5 ml ;

c. ajouter 600 pl du mélange EDTA/solution de lyse des noyaux dans le tube ;

ajouter 17,5 pl de Protéinase K 20 mg/ml ;

incuber pendant 3 heures & 55°C tout en agitant ; vortexer 1’échantillon une fois par

heure. S’assurer que le tissu est complétement digéré.

L.

II.

IIL

IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

Ajouter 200 pl de solution de précipitation des protéines et vortexer
vigoureusement a grande vitesse pendant 20 secondes. Refroidir 1’échantillon
dans de la glace pendant 5 minutes ;

centrifuger pendant 4 minutes a 13,000-16,000 * g. Les protéines précipitées
forment une fine boulette blanche ;

enlever soigneusement le surnageant contenant I’ADN et le transférer dans un
tube de microcentrifugation de 1,5 ml contenant 600 pl d’isopropanol ;
mélanger doucement la solution en la renversant jusqu’a ce que le brin blanc de
I’ADN forme une masse visible ;

centrifuger pendant 1 minute & 13,000-16,000 * g. L’ADN sera visible comme
une petite boulette blanche. Décanter soigneusement le surnageant ;

ajouter 600 ul d’éthanol 70% et renverser doucement le tube plusieurs fois pour
laver I’ADN. Centrifuger pendant 1 minute & 13,000-16,000 * g ;

aspirer soigneusement 1’éthanol afin de ne pas aspirer la boulette d’ADN qui est
trés mobile;

renverser le tube sur un papier absorbant et sécher la boulette pendant 10-15
minutes ;

ajouter 100 pl de solution de réhydratation de I’ADN et réhydrater I’ADN en
I’incubant a 65°C pendant 1 heure ;

garder I’ADN a 2-8°C.



ANNEXE 3

PROTOCOLE D’AMPLIFICATION PAR PCR

Pour 4 échantillons
PCR classique Pour 1 échantillon ___(dont le blanc)
Concentration dans
Concentration | la PCR (sauf la Taq | Volume en
de la solution|ou il s'agit de la pl dans la Volume en pl dans le
mere quantité) PCR Mix
Tampon 10x (MgCl,
15mM) 10 1 6.00 30
MgCl, mM 25 3 3.60 18
dNTP uM 20 000 200 0.60 3
C-Glu uM 20 0.2 0.60 3
C-Leu3 uM 20 0.2 0.60 3
Taq ui/yl 5 2 0.40 2
Eau qsp 45.20 226
Somme 11.80 59
ADN - échantillon 3.00
| TOTAL 60.00
Volume & ajouter= (Concentration PCR * Volume PCR)/C initiale
Cycle de PCR Nom : Pois 1
Machine PCR : PTC-100™
Nombre de
Température Temps _cycles
Démarrage 94 3mn
Dénaturation 94 45s
Hybridation 56 45s x 34
Elongation 72 3 mn
Elongation 72 10 mn
Migration
Gel type : gel d’agarose Durée : 2 heures
Concentration : 1,5% Volt: 120 volts
N° de I'échantillon Nom
1 blanc
2 poisson1
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

-
w




ANNEXE 4

PROTOCOLE DE LA DIGESTION PAR RFLP

Placer dans un tube de 0,2 ml :

1 pl de tampon 10 X;

0,5 pl d’enzyme (10 ui/pl);
8,5 ul de produit PCR;

soit un total de 10 pl.

Adapter le protocole a !’intensité des bandes obtenues suite a 1’amplification du

fragment. Une intensité faible nécessite un plus grand volume de produit de PCR.

Mettre le mélange au bain marie a 37°C pendant 3 heures pour les enzymes suivantes :

Alu I, Hae III, Hinf I et Hpa II. Pour la Taq I, placer le mélange a 65°C pendant 3 heures.





