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PROBLEMATIQUE

ravageur polyphage (80 plantes cultivées)

adulte: bon voilier (migration)

perte de sensibilité aux pyréthrinoïdes 
constatée sur insectes prélevés sur 
cotonnier et tomate au Bénin, Burkina Faso, 
Côte d’Ivoire

HYPOTHESE: Flux de gènes – Brassage génétique

même mécanisme impliqué: détoxification 
par oxydases
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OBJECTIF

Vérifier si les populations (dont celles porteuses des gènes 
de résistance aux insecticides) :

- sont inféodées ou non à des plantes hôtes (races d’hôtes): 
exemple: cotonnier - tomate

- migrent ou non sur de longues distances

INTERET: 
- Mise en place de stratégies de lutte et de gestion de la 
résistance adaptées (types d’insecticides) 
- Prévision des risques (avertissement agricole – zones 
refuges)
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METHODOLOGIE

Technique de biologie moléculaire:

amplification par PCR de certaines 
régions du génome: loci microsatellites
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MARQUEURS MICROSATELLITES

ADN Individu 1

ADN Individu 2

Unité de répétition [ (CA)n, (GT)n, 
(TAT)n, (GATA)n … ]

Amorces spécifiques du locus 

Régions hypervariables : taux de mutation élevé 
= permet d’analyser des populations très proches

électrophorèse

1 2

+

_
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METHODOLOGIE

118

162

161

166 - 196

129 - 147
160 

228 - 288

Taille attendue 
en pb

Monomorphe(ATG)7HarSSR2  (*)

Polymorphisme moyen 9 
allèles(TC)5HaC87 (**)

Polymorphisme moyen 5 
allèles(CTG)2(TTG)3HaB60 (**)

Polymorphisme élevé 14 
allèles(ATTT)5HaC14 (**)

Polymorphisme elevé 10 
allèles(GYT)25HarSSR4 (*)

Polymorphisme 8 allèles(TCA)6HarSSR3 (*)

Polymorphisme élevé 15 
allèles(TGC)2GAT(TGY)4GATHarSSR1 (*)

ObservationsmotifNom du locus

(*): Ji et al. 2003 (**): Scott et al. 2004
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230

140

210

170

Taille attendue 
en pb

À tester HarSSR5 
redessiné

Amplification en gel 
d’agarose, à tester en 
gel d’acrylamide 

HaD47 
redessiné

Amplification que sur 
quelques individus (CA)5(TCA)4HaD47 (**)

Amplification que sur 
quelques individus [T(T)AA]6HarSSR5 (*)

ObservationsmotifNom du locus

METHODOLOGIE

(*): Ji et al. 2003 (**): Scott et al. 2004
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METHODOLOGIE

- extraction d’ADN: broyage en présence de Chelex (résine 
bloquant l’action d’enzymes de dégradation de l’ADN)

- PCR (« touch down ») avec produits non radioactifs

- électrophorèse sur gel d’acrylamide 7% (gel natif et de 
séquence) 

- révélation des gels natifs au bromure d’éthidium sous 
lumière UV

- révélation des gels de séquence au nitrate d’argent (plus 
résolutif et non toxique)

CIRDES Bobo Dioulasso :
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CHARGEMENT DU GEL DE 
SEQUENCE

ELECTROPHORESE EN 
COURS (température des 

plaques: 52 - 54°C)

METHODOLOGIE

CIRDES Bobo Dioulasso :
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BAINS DE REVELATION DES 
BANDES AMPLIFIEES D’ADN

BANDES AMPLIFIEES D’ADN 
APRES REVELATION

METHODOLOGIE

CIRDES Bobo Dioulasso :
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- analyse en cours sur populations d’Afrique de l’Ouest 
récoltées sur cotonnier et plantes maraîchères - analyse 
prévue sur populations d’Afrique du Sud, de France et d’Asie 
(Chine, Pakistan) + projet « dynamique des pops. » (ATP 
POLYPOP) (Cirad)

METHODOLOGIE

CIRDES Bobo Dioulasso :
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METHODOLOGIE

- extraction d’ADN: sur colonnes (kit Qiagen)

- PCR chaude (« touch down ») avec P33 radioactif 
électrophorèse sur gel d’acrylamide 7% (gel de séquence)

- révélation sur film photographique

CBGP Montpellier:
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METHODOLOGIE : l’échantillonnage

MALI

Kourouma DiapagaKampiasso

Fana

100 km
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HarSSR1; 55°C; 30 cycles; acryl. 7 %;  4 µl par puits; 
21.10.03, motif répété: TGC et TGY

- 330

Petit Bale (B. 
Faso) 

tomate

Fana (Mali)

coton

Dande (B. 
Faso) 

courgette

- 240

Kampiasso 
(Mali) 

tomate

RESULTATS

CIRDES Bobo Dioulasso :
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marqueur HarSSR3 ; 55°C; 30 cycles; Gel acrylamide natif 7 %;
2 µl par Puits (1 puits = 1larve) ; 09.10.03 (motif répété: TCA)

Petit Bale
(B. Faso)

tomate

Fana (Mali)

coton

Dande (B.
Faso)

courgette

- 140pb

Kampiasso
(Mali)

tomate

(Cirdes)

RESULTATS

CIRDES Bobo Dioulasso :
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HarSSR3, 55°C, 30 cycles, Taq ExS-,          
électrophorèse 30 mA 2h30, PCR07.07.04, 5 µl par puits, 

marqueur 10 pb, 7 µl; gel de séquence acryl. 7%

40 éch: 1 à 40 (motif répété: TCA) (Cirdes)

Sideradougou 
(Burkina)

coton

Bama  
(Burkina)

courgette

Faramana 
(Burkina)

coton

Badala           
(Burkina)

tomate

130

140
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HarSSR4, 56°C, 30 cycles, Taq ExS-,          
électrophorèse 30 mA 2h40, PCR30.06.04, 5 µl par puits, 

marqueur 10 pb, 7 µl; gel de séquence acryl. 7%

32 éch: 41 à 72 (motif répété: GYT) (Cirdes)

180

190

Mpedougou 
(Mali)

tomate

Massadougou 
(Mali)

tomate

Noyaradougou 
(Mali)

coton

Bla           
(Mali)

coton
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HaC14, 53°C, 35 cycles, Taq ExS-, PCR 01.07.04, 5 µl 
par puits, marqueur 10 pb, 7 µl; gel acryl. 7%

16 éch: 24 à 40 (motif répété: ATTT) (Cirdes)

Gel de 
séquence 

dénaturant

Gel natif

- 150
- 160
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HarSSR3, 55°C, 30 cycles, Taq ExS-,          
électrophorèse 30 mA 2h30, PCR07.07.04, 5 µl par puits, 

marqueur 10 pb, 7 µl; gel acryl. 7%

16 éch: 1 à 16 (motif répété: TCA) (Cirdes)

130 -

140
Gel de 

séquence 
dénaturant

Gel natif 140 -

130
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Le génotypage de l’échantillonage du Burkina

HaSSR1

HaC87

HaB60

HaC14
HaSSR4

HaSSR3
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Hassr1
232          0.0366   0.0000   
235          0.0244   0.0156   
238          0.0122   0.0000   
241          0.0122   0.0469   
244          0.0366   0.0625   
247          0.0488   0.0469   
250          0.1585   0.0938   
253          0.1829   0.1563   
256          0.1707   0.2031   
259          0.1951   0.2031   
262          0.0488   0.1094   
265          0.0244   0.0156   
268          0.0244   0.0156   
271          0.0244   0.0156   
280          0.0000   0.0156   

HaB60
160          0.0122   0.0000   

163     0.8659   0.9722
166          0.0366   0.0278   
169          0.0732   0.0000   
175          0.0122   0.0000   

Hassr3
127          0.0000   0.0135   
130          0.0244   0.0135   
133          0.0000   0.0135   
136          0.6951   0.7027   
139          0.0122   0.0000   
140          0.0244   0.0000   
142          0.2317   0.2568   
145 0.0122   0.0000

HaC14
146          0.0125   0.0000   
147          0.0500   0.0735   
148          0.1500   0.1029   
149          0.0125   0.0147   
152          0.1875   0.0882   
153          0.3750   0.5000   
155          0.0000   0.0147   
156          0.0625   0.0882   
157          0.0375   0.0147   
158          0.0000   0.0147   
159          0.0125   0.0147   
160          0.0375   0.0000   
161          0.0375   0.0588   
164          0.0250   0.0147   

Hassr4
170          0.0875   0.0000   
172          0.0125   0.0000   
173          0.0125   0.0000   
176          0.0000   0.0417   
179          0.3625   0.4028   
182          0.3750   0.4028   
183          0.0000   0.0139   
185          0.1125   0.1111   
188          0.0250   0.0000   
191 0.0125   0.0278 

HaC87
105          0.0000   0.0152   
107          0.0135   0.0152   
111          0.0135   0.0000   
113          0.0135   0.0000   
114          0.0135   0.0000   
115          0.1081   0.1364   
116          0.1486   0.1364   
117          0.6622   0.6970   
119          0.0270   0.0000 
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• N° Nom de la population
• -----------------------------------------
• 1 -> Diapaga 41
• 2 -> Kourouma 37
• ***************************************************
• *               ESTIMATIONS   MULTILOCUS  *
• ***************************************************

• Weir & Cockerham
FIS=  0.28081 FIT=  0.27670 FST= -0.00571

• Robertson & Hill RH = -0.00175
• Corrigé Raufaste RH'=  0.00637
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Analyse factorielle des correspondances sur les populations
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Marqueur HarSSR1 sur échantillons du CAMEROUN 
(décembre 2003), PCR chaude P33 (CBGP)

RESULTATS
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Tomate

Maïs

Coton

AFC

Fstats : Weir & Cockerham FIS=  0.24767 FIT=  0.26731 FST=  0.02610

Cameroun (Dakar)
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Kampiasso tomate

Fana coton

Kampiasso coton

Fstats : Weir & Cockerham FIS=  0.25355 FIT=  0.25554 FST=  0.00268

AFC
Mali (Tomate-Coton)
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AFC

Thaïlande coton

Pakistan coton

France haricot

Fstats :Weir & Cockerham FIS=  0.59597 FIT=  0.67854 FST=  0.20437

Cameroun coton
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Conclusions
• Polymorphisme intra-populationnel élevé:

– fort brassage génétique suspecté
– pas ou peu de spécificité d'hôtes ni de zone 

géographique suspectées
– La forte variabilité intrapopulationelle rend plus 

difficile la mise en évidence de différences entre 
populations.

– Optimisation nécessaire des analyses génétiques 
(réduction du polymorphisme allélique, taille de 
l’échantillon,…)


	Retour au menu

