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Résumeé

Ce mémoire intitulé "Exploration de la diversité et de la phylogénie des populations de vers a soie du genre
Borocera ainsi que de I'entomofaune des foréts de Tapia, a Madagascar" aborde plusieurs aspects écologiques et
génétiques relatifs aux foréts de Tapia, un écosystéme unique et endémique de Madagascar. Ce travail est centré
sur I'étude des populations de Borocera, un genre de papillons endémiques important sur le plan économique et
culturel @ Madagascar ainsi que sur la biodiversité entomologique associée a ces foréts. Trois objectifs distincts ont
¢té menés dans le but d'initier des relations phylogénétiques entre les populations, d’évaluer la diversité des
arthropodes au sein de différents sites et de mettre en place un élevage de Borocera cajani. Les foréts de Tapia
jouent un rdle essentiel en raison de leur biodiversité riche comprenant de nombreuses especes endémiques. Elles
sont également vitales pour les communautés locales, notamment pour I'exploitation des vers & soie dans la
production artisanale. Cependant, elles sont menacées par la déforestation et les changements climatiques.

La méthodologie employée dans ce travail inclut I'utilisation de transects pour évaluer la diversité des arthropodes
et des vers a soie dans différentes parties des foréts de Tapia. Le document décrit les techniques d'échantillonnage
pour la collecte des spécimens ainsi que les méthodes de laboratoire pour I'analyse génétique comprenant le
séquencage d’ADN utilisé pour établir la phylogénie des populations de Borocera. Cette analyse génétique permet
de mettre en lumiére une diversité inter spécifique, suggérant l'existence de plusieurs lignées au sein du genre
Borocera, ce qui a des implications importantes pour la conservation de ces especes. En paralléle, ce mémoire
explore la biodiversité entomologique des foréts de Tapia, identifiant une multitude d'ordres d’arthropodes
associées a cet habitat. Un élevage expérimental de Borocera a révélé des conditions essentielles a leur
développement en soulignant I'importance de la qualité de I'alimentation et des conditions environnementales.

Les résultats ont dévoilé une biodiversité entomologique riche et diversifiée. Les premiéres missions ont montré
des lacunes méthodologiques affectant la qualité des données initiales. Les ajustements méthodologiques ultérieurs
ont amélioré la précision des résultats. L'analyse phylogénétique a fourni des perspectives sur les relations entre les
especes de Borocera. Selon I’analyse de Mantel, pour les Borocera cajani, le travail montre une corrélation
significative entre les distances géographiques et génétiques. Les variations saisonniéres et les conditions
météorologiques ont également montré une influence sur la collecte des échantillons, rendant certaines périodes
plus favorables a la capture d'insectes.

Le travail conclut par des réflexions sur les implications pour la conservation des foréts de Tapia. Il est conseillé
d'adopter une gestion durable de ces foréts en intégrant les connaissances écologiques et génétiques acquises pour
préserver leur biodiversité unique. 1l est également suggéré de mettre en place des programmes de conservation
specifiques pour les populations de Borocera, en tenant compte de leur diversité génétique et d'intensifier les
efforts pour sensibiliser les communautés locales a I'importance de préserver leur environnement naturel. L'élevage,
malgré les défis rencontrés, a clarifié quelques besoins de 1’espéce et suggere qu'un élevage mieux controlé pourrait
revitaliser la sériciculture a Madagascar, ouvrant ainsi de nouvelles opportunités économiques pour les
communautés locales.

En somme, ce mémoire apporte une contribution & la compréhension de la diversité et de la phylogénie des
populations de vers a soie du genre Borocera a Madagascar, tout en soulignant I'importance de la préservation des
foréts de Tapia et de leur biodiversité entomologique.

Mots clés : Madagascar, Borocera, Lasiocampidae, Tapia, Uapaca bojeri, phylogénie, ADN, élevage, biodiversité,
entomofaune.



Abstract

This thesis, titled "Exploration of the Diversity and Phylogeny of Silk Moth Populations of the Genus Borocera and
the Entomofauna of Tapia Forests in Madagascar™" addresses various ecological and genetic aspects related to
Tapia forests, a unique and endemic ecosystem in Madagascar. The study focuses on the populations of Borocera, a
genus of economically and culturally significant moths endemic to Madagascar, as well as on the associated
entomological biodiversity of these forests. Three distinct objectives were pursued: initiating phylogenetic
relationships between populations, assessing the diversity of arthropods across different sites, and establishing a
breeding program for Borocera cajani. Tapia forests play a crucial role due to their rich biodiversity, including
many endemic species, and are vital for local communities, particularly in the artisanal production of silk.
However, these forests are threatened by deforestation and climate change.

The methodology employed in this work includes the use of transects to assess the diversity of arthropods and silk
moths in different parts of Tapia forests. The thesis describes the sampling techniques for specimen collection and
the laboratory methods for genetic analysis, including DNA sequencing used to establish the phylogeny of
Borocera populations. This genetic analysis reveals species-level diversity, suggesting the existence of multiple
lineages within the Borocera genus, which has important implications for the conservation of these species.
Additionally, the thesis explores the entomological biodiversity of Tapia forests, identifying a multitude of
arthropod orders associated with this habitat. An experimental breeding of Borocera highlighted the essential
conditions for their development, emphasizing the importance of food quality and environmental conditions.

The results revealed a rich and diverse entomological biodiversity. The initial field missions revealed certain
methodological gaps that affected the quality of the initial data. Subsequent methodological adjustments improved
the accuracy of the results. The phylogenetic analysis provided insights into the relationships between Borocera
species. According to the Mantel analysis, for Borocera cajani, the study shows a significant correlation between
geographical and genetic distances. Seasonal variations and weather conditions also influenced sample collection,
making certain periods more favorable for insect capture.

The thesis concludes with reflections on the implications for the conservation of Tapia forests. It is recommended
to adopt sustainable management of these forests by integrating the ecological and genetic knowledge gained to
preserve their unique biodiversity. It is also suggested to implement specific conservation programs for Borocera
populations, taking into account their genetic diversity, and to intensify efforts to raise awareness among local
communities about the importance of preserving their natural environment. The breeding program, despite the
challenges encountered, clarified some of the species' needs and suggests that a more carefully controlled breeding
process could revitalize sericulture in Madagascar, thereby opening up new economic opportunities for local
communities.

In summary, this thesis contributes to the understanding of the diversity and phylogeny of Borocera silk moth
populations in Madagascar, while highlighting the importance of preserving Tapia forests and their entomological
biodiversity.

Keywords: Madagascar, Borocera, Lasiocampidae, Tapia, Uapaca bojeri, phylogeny, DNA, breeding,
biodiversity, entomofauna.
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Introduction

1. MADAGASCAR

1.1.  Situation géographique de ’ile

Située dans 1’Océan Indien, entre 11°57' et 25°30' de latitude Sud et entre 43°14' et 50°27' de longitude Est,
I’ile de Madagascar se trouve au large des cotes sud-africaines (Rakotovao et al., 2014). 1l y a 165 millions
d’années, celle-ci se détachait du continent africain et se voyait séparée par le Canal du Mozambique.
Aujourd’hui, Madagascar est la quatriéme plus grande ile du monde avec une superficie d’environ 590 000
kmz (Myers, 1988 ; WWF France, April-1-2024). L’ile couvre une distance de 1500 km du Nord au Sud et 500
km d'Ouest en Est (Rakotofiringa, n.d.) et en raison de ses dimensions, elle présente une grande diversité de
climats, d’écosystémes naturels et de profils géologiques (Rakotovao et al., 2014).

1.2.  Les différents reliefs et climats de Madagascar

L’1le de Madagascar présente un relief trés hétérogéne avec peu d’endroits plats et un point culminant a 2876
meétres, situé a Tsaratanana (Koechlin et al., 1997). L’altitude du centre de 1’1le est souvent supérieure a 1000
meétres et constitue le plateau des Hautes Terres Centrales. Il s’étend du Nord au Sud de 1’ile, avec une 1égére
déviance sur le c6té Est qui s’avere plus escarpé que le coté Ouest. Quant aux régions cotieres de 1’Ouest,
celles-ci sont beaucoup plus basses et présentent un relief moins étroit et plus étendu (Figure 1A). Enfin,
I’extréme Sud de I’ile est essentiellement constitué de dunes ( Koechlin et al., 1997 ; Rakotovao et al., 2014).

Sur I’ile, 11 bioclimats régionaux ont été répertoriés par Koechlin et al. (1997) variant selon I’altitude, la
latitude, la température et les précipitations de I’endroit (Figure 1B). La partie Nord-Ouest présente un climat
tropical humide di a la mousson estivale et a 1’alizé passant par les couloirs montagneux du Nord de I’ile. La
cote occidentale est caractérisée par une pluviométrie annuelle située entre 200 et 1000 mm et présente entre
novembre et mai. Quant a la c6te orientale, elle compte une pluviométrie supérieure a 2000 mm durant toute
I’année. La partie Sud est caractérisée par des températures trés élevées toute I’année et une pluviométrie
presque inexistante. Enfin, les Hautes Terres Centrales présentent un climat changeant en fonction des saisons
et de I’altitude (Koechlin et al., 1997 ; Rakotovao et al., 2014).
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Figure 1. A. Carte des différents reliefs de Madagascar, B. Carte des différents bioclimats régionaux : 1°

Perhumide chaud. 2° Perhumide tempéré. 3° Perhumide froid. 4° Humide chaud. 5° Humide tempéré. 6°

Humide frais. 7° Humide froid. 8° Subhumide tempéré ou frais. 9° Subhumide chaud. 10° Semi-aride. 11°
Subaride (Source : Koechlin et al., 1997).

1.3.  Madagascar, source de biodiversité

Cet éventail d'écosystémes et 1’isolement avec le continent ont entrainé un développement fulgurant de la
faune et la flore indigéne de I’ile. En effet, Madagascar approche les 90% d’espéces endémiques (Mittermeier
et al., 2004) et représente I’un des plus importants centres de biodiversité reconnu au monde (Razafimanantsoa
et al., 2012). Le niveau d'endémisme est élevé tant pour la flore que pour la faune. Tous les embranchements
présentent des especes indigénes : les mammiféres, les oiseaux, les reptiles, les arthropodes, etc. Par exemple,
sur les 247 especes d'amphibiens présentes sur I7le, 245 sont indigénes, soit un taux de spécificité de 99%
(Vences et al., 2003 ; “Madagascar, une ile fragilisée | WWF France,April-1-2024). La majorité de la faune
malgache est sylvicole et vit dans les foréts naturelles de 1’1le. L’équilibre entre la faune et la flore est neutre
car I’impact des étres vivants sur la végétation est trés limité, notamment en raison de l'absence d’animaux de

grande taille (Koechlin et al., 1997).

Cependant, la superficie de ces habitats naturels ne cesse de diminuer a cause de ’action de I’homme :
déforestation, feux de brousse, production de bois de chauffage, augmentation de la population, agriculture sur
brdlis ou encore exploitation miniére ont, quant a eux, un réel impact néfaste sur cette faune et flore malgache
(Rakotondrasoa et al., 2012). Chaque année, un tiers du territoire est ravagé par les incendies, souvent
volontaires, et seulement 10% des étendues boisées malgaches demeurent intactes (Koechlin et al., 1997;
Rakotovao et al., 2014 ; WWF France, ler avril 2024). Sur le plateau Mahafaly et dans les foréts du Nord, les
feux de brousse sont allumés dans le but de défricher certaines zones afin de les transformer en paturages.
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Quant aux foréts de ’Est (péninsule de Masoala), elles subissent 1’exploitation illégale des bois de rose et
d’ébene, vendus trés cher sur les marchés internationaux (Rakotovao et al., 2014 ; WWF France, ler avril
2024).

Ce déclin entraine la disparition d’habitats ou d’espéces endémiques comme les foréts primaires abritant des
essences de bois précieuses et rares, les zones c6tiéres du Sud (entre Tuléar et Taolagnaro) menacées par la
déflation éolienne (Rakotovao et al., 2014) ou encore les foréts naturelles des hautes terres centrales. Ces
formations naturelles comptent encore une exception avec les foréts de Tapia qui persévérent grace a leur
résistance au feu. Mais de nos jours, celles-ci sont aussi menacées et leur disparition aurait un impact négatif
aussi bien environnemental que socio-économique (Razafimanantsoa et al., 2012).

2. FORMATION ENDEMIQUE DES FORETS DE TAPIA

2.1.  Conditions climatiques et géographiques

Les Foréts de Tapia sont des formations sclérophylles « socio-naturelles » monospécifiques, endémiques et de
taille réduite. C’est la forét la plus xérophyte des foréts sempervirentes de Madagascar, avec une saison séche
de cing a sept mois (Kull et al., 2005 ; Rakotondrasoa et al., 2012). Le sol des foréts de Tapia est souvent
constitu¢ de calcaire, d’éboulis granitique, gneissique ou quartzitique. Ce type de sol est donc trés rocailleux et
pauvre (Koechlin et al., 1974). Cette strate arborée d’apparence clairsemée est héliophile, le soleil joue donc
un réle important dans la croissance de 1’arbre (Koechlin et al., 1974).

Ces formations de Tapia se situent sur les Hautes Terres Centrales de Madagascar, c¢’est-a-dire a une altitude
allant de 800 a 1600 métres. La température moyenne idéale se situe entre 17°C et 22°C et les précipitations
annuelles peuvent étre comprises entre 900 et 1500 mm par an (Gade, 1985 ; Kull et al., 2005).
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Figure 2. Distribution des foréts de Tapia : Au Nord, la zone d’Imamo. Au centre, le col de Tapia
et la zone d’Itremo. Au Sud-Ouest, la zone d’Isalo (Source : Rakotondrasoa et al., 2012).



Leur distribution se divise en quatre zones (Figure 2). Au Nord, prés de Tananarive, la Région d’Imamo qui
englobe les districts d’ Arivonimamo et de Miarinarivo. Cette zone, a la bordure Ouest des Hauts Plateaux de
Madagascar, connait une saison pluvieuse chaude et couverte, et une saison séche confortable et dégagée. Au
centre, entre Antsirabe et Ambositra, le Col des Tapia présentant des conditions similaires a celles d’ Imamo.
Ensuite, la Zone d’Itremo, située plus a 1’Ouest et incluant le district d’Ambatofinandrahana et la chaine
d’Itremo. La saison séche y est confortable et dégagée, mais une saison pluvieuse chaude et nuageuse. Et
enfin, la Zone d’Isalo, au Sud-Ouest, qui regroupe le massif du méme nom et située prés de Ranohira. La
saison pluvieuse y est humide et nuageuse et la saison séche, chaude, venteuse et dégagée (Kull et al., 2005 ;
WeatherSpark, Mars-1-2024).

2.2.  Taxonomie et morphologie du Tapia

Le Tapia (Uapaca bojeri Baill.) a longtemps été classé dans la famille des Euphorbiaceae a cause de son port
pachycaule, sa texture foliaire ainsi que son capitule male globuleux (Rakotondrasoa et al., 2012). Mais
aujourd’hui, celui-ci fait partie de la famille Phyllanthaceae, l'une des cing familles séparées des
Euphorbiaceae sensu lato. Cette famille posseéde une grande diversité sous les tropiques (Andriamanohera et
al., 2020) et le genre Uapaca compte, actuellement, 60 espéces entre 1’ Afrique et Madagascar mais 12 espéces
sont endémiques de 1’ile (Kull et al., 2005; Andriamanohera et al., 2020).

La hauteur de I'arbre ne dépasse généralement pas 10 a 12 métres, avec une taille courante de 3 a 5 metres. Le
Tapia présente une frondaison globulaire (Figure 3A). Ses feuilles, luisantes et alternes, sont en spirale serrée
le long de la tige. Elles sont simples, vertes foncées sur le dessus et vertes claires en dessous, avec une nervure
blanche qui s'arréte avant le sommet (Rakotondrasoa et al., 2012). L'inflorescence est dioique, présentant a la
fois des fleurs méles et femelles.

Le tronc du Tapia peut atteindre 60 cm de diamétre et présente une écorce ligneuse et crevassée d'environ 2 cm
d'épaisseur (Figure 3B). Il se divise rapidement en rameaux courts, et le flit est rarement longiligne (Figure
3C). Le Tapia produit de petits fruits juteux, sucrés, gluants, ovales et comestibles, appelés “Voapaka” en
malagasy, de fin septembre a décembre. Ces drupes a mésocarpe charnu sont souvent vertes ou jaunes (Figure
3D). Les Malgaches ne récoltent les fruits que lorsqu'ils sont tombés de l'arbre, en raison du “Fady” qui
interdit de les décrocher (Kull et al., 2005).

Figure 3. A. Frondalson globulaire du Tapla B. Ecorce crevassée et robuste du Tapla C. Troncs longs et sinueux
des foréts de Tapia, D. Fruits du Tapia (Source : Trolin, 2024).



2.3.  Multifonctionnalité de la forét de Tapia

La forét de Tapia est essentielle pour 1’écosysteme malgache et I’économie locale. Chaque partie de ’arbre est
utile : le tronc sert au bois de construction, I’écorce traite les pathologies intestinales et les branches
fournissent du bois de chauffage (Birkinshaw et al., 2003 ; Kull et al., 2005). Prés de 92 % des familles du Col
de Tapia (Figure 2) s'approvisionnent en bois de chauffage dans cette forét. Quant aux racines, elles stabilisent
le sol et préviennent 1’érosion (Birkinshaw et al., 2003). Les fruits, consommés, vendus ou transformés en
boissons alcoolisées, apportent jusqu’a 7 % des revenus locaux (300 000 Ariary/an, soit environ 60 Euros). La
vente des fruits permet également de financer la main-d'ceuvre pour le repiquage du riz et 1'achat de matériel
agricole (Kull et al., 2005). Enfin, les feuilles nourrissent le ver a soie malgache, appelé Landibe (Borocera
cajani, Vinson 1863), qui utilise le tronc du Tapia pour la nidification des chrysalides.

D’une maniére plus étendue, la forét de Tapia est un habitat crucial pour de nombreuses especes. Elle permet
la croissance de champignons comestibles en symbiose avec les racines de lI'arbre, comme les Cantharellus sp.
Adans. ex Fr., 1821 (holamavo) et les Russula sp. Pers., 1796 (holatapia, holamavokely, holabato) qui sont
collectés par les familles locales pour leur consommation. La croissance trés lente du Tapia est compensée par
la mycorhization spécifique, qui accélere le développement de I'arbre en améliorant la microflore du sol. De
plus, les formations de Tapia contribuent a la lutte contre le réchauffement climatique en séquestrant le
carbone et réduisant ainsi la concentration de CO2 dans 1’air (Rakotondrasoa et al., 2012).

2.4, Difficultés rencontrées dans ces foréts

Toutefois, cette formation végétale est trés menacée par la destruction humaine... Les feux de brousse, la
production de bois de chauffage, la recherche de charbon de bois, 1’agriculture sur briilis ou encore
I’envahissement par des espéces exotiques de reboisement mettent en danger les formations de Tapia
(Rakotondrasoa et al., 2012). Chaque année, 150 000 a 200 000 hectares de forét sont détruits. Par exemple, la
forét d’Imamo, autrefois dense, est désormais trés clairsemée (Razafimanantsoa et al., 2012). La récolte des
cocons de vers a soie peut également causer des dommages aux arbres. Bien que le Tapia ne soit pas classé par
I'UICN, il est considéré comme “espece en lente voie de disparition”. L'expansion d'especes comme le Pin
(Pinus sp. L., 1753) ou encore I’Eucalyptus (Eucalyptus sp. L’Hér., 1789) alterent la qualité du sol et
menacent la forét en raison de leur croissance rapide et de leur impact environnemental (Razafimanantsoa et
al., 2012).

En ce qui concerne les feux de brousse, I’avis est plus mitigé : Le Tapia étant un arbre pyrophyte (Gade,
1985), il est capable de résister au feu grace a son écorce épaisse et a ses feuilles incombustibles. Mais cette
capacité ne concerne pas les jeunes pousses et les semis. Les fréquents incendies affectent donc la régénération
de la forét, laissant principalement des vieux arbres dans les formations actuelles (Birkinshaw et al., 2003).
Toutefois, selon Kull et al. (2005), les caractéristiques pyrophytes du Tapia favorisent sa dominance et
permettent une régénération par rejet de souche. Une forét souvent brilée et plus dégagée peut ainsi voir une
repousse plus abondante qu’une forét moins brilée et plus dense. De plus, les incendies contribuent a la
production de bois de chauffage et a I’apparition d’herbe fraiche pour le paturage, fertilisant le sol pour les
nouvelles pousses lors des pluies. Cependant, le défrichement incontrolé et le manque de pare-feux sont a
I'origine de ces feux. Il est donc crucial de trouver des solutions pour préserver I'écosystéme tout en tenant
compte des pratiques locales. L'avenir des foréts de Tapia dépendra d'une gestion équilibrée intégrant
gouvernance, economie et écologie (Kull et al., 2005).



Des programmes de conservation tels que le Plan d’Action Environnemental (PAE) et la loi GELOSE
(GEstion LOcale SEcurisée) ont été mis en place afin de protéger les ressources naturelles, tout en favorisant
une gestion locale et responsable. Ces initiatives décentralisent la gestion en impliquant les populations
locales, ce qui renforce leur responsabilité envers la conservation. Les traditions de protection forestiere, telles
que l'interdiction de couper des arbres vivants et des grandes branches, soutiennent également I'écosystéme
(Verheggen et al., 2013). Par ailleurs, le Service des Eaux et Foréts a instauré des restrictions sur la coupe et
I’usage du feu dans ces zones protégées.

3. LESVERSASOIE

3.1.  Taxonomie et morphologie du landibe

Le Landibe (traduction francaise : la grande soie) ou Borocera cajani Vinson, 1863 (Lepidoptera,
Lasiocampidae) représente le ver a soie le plus répandu et le plus emblématique de Madagascar (Diez et al.,
2013). Cette chenille est connue pour la soie épaisse qu’elle crée durant la formation de son cocon de
nymphose (Razafimanantsoa et al., 2012). Cette soie endémique représente un grand patrimoine culturel et
social de I'1le car cette maticre est traditionnellement employée dans les rites funéraires (ou un linceul de soie
enveloppe les défunts) et dans la création d'articles textiles artisanaux comme des lambas (traduction francaise
: écharpes en soie), des capes, des habits, des accessoires, etc. (Figure 4).

? i E

ks L | S 5 L —

Figure 4. A. Chenille de Borocera cajani Vinson (1863), B. Cocons de soie de Landibe, C. Formation du cocon de soie, D.
Lamba (écharpe en soie de Landibe), E. Rites funéraires malgaches utilisant la soie de Landibe (Source : A-D. Trolin, 2024 ;
E. Voyage, 2023).

Le landibe est originaire de la famille des Lasiocampidae qui regroupe environ 2000 espéces réparties
mondialement. Ces papillons, de taille moyenne & grande, ont un corps trapu et velu avec des ailes larges,
généralement brun jaunatre et parfois ornées de lignes transversales ou d'un point blanc. 1ls positionnent leurs
ailes en toit et ils ne possédent pas de proboscis, car leur courte durée de vie ne leur permet pas de se nourrir
(Razafimanantsoa et al., 2012). Les méles sont reconnaissables par leurs grandes antennes pectinées
(Lasiocampidae - Galerie et clés de détermination, n.d.). Cette famille se divise en trois sous-familles : les
Lasiocampinae, Malacosomatinae et Gonometinae. Il est a noter que les descriptions morphologiques des
sous-familles existent mais qu'aucune donnée phylogénétique, a ce stade des connaissances, n'existe.

La sous-famille des Gonometinae est caractérisée par la nervure huit des ailes postérieures qui se raccorde a la
nervure sept a une certaine distance de sa base et crée une cellule secondaire presque aussi longue que la
cellule médiane, les deux cellules ayant a peu prés la méme largeur (De Lajonquiére, 1972). Cette sous-famille
est endémique de Madagascar. Elle inclut le genre Borocera, découvert par Boisduval en 1833. Ce genre, le
plus ancien de sa famille, comprend 6 espéces : Borocera attenuata Kenrick (1914), Borocera mimus De



Lajonquiere (1972), Borocera nigricornis De Lajonquiére (1972), Borocera cajani Vinson (1863), Borocera
madagascariensis Boisduval (1833) et Borocera marginepunctata Guérin-Méneville (1844). Seules les 3
derniéres espéces citées (Figure 5) seront abordées au sein de ce travail, avec une attention particuliére
accordée a B. cajani. Les Borocera présentent des antennes fasciculées ouvertement inégales sur le premier
tiers du segment a partir de la base, un dimorphisme sexuel marqué et de petits yeux proéminents (De
Lajonquiere, 1972 ; Razafimanantsoa et al., 2012).
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Figure 5. A. Chenille de Borocera cajani Vinson (1863), B. Chenille de Borocera
madagascariensis Boisduval (1833), C. Chenille de Borocera marginepunctata

Guérin-Méneville (1844) (Source : Trolin, 2024).

Concernant B. cajani, le dimorphisme sexuel se marque au niveau de la taille et, pour les imagos, il se marque
aussi au niveau des couleurs mais les organes génitaux restent semblables. Le male mesure entre 38 et 52 mm
d’envergure. Il présente des ailes sombres, brunes/rouges (Figure 6E), un corps épais et poilu ainsi que des
antennes tres développées et bipectinées (Figure 6D). La téte, le thorax et les pattes sont de la méme couleur
que I’aile antérieure. Les organes génitaux comprennent un pénis épais avec des bords dentelés et un conduit
éjaculatoire proéminent. Deux valves sont situées de part et d'autre du pénis (De Lajonquiére, 1972). La
femelle, quant a elle, est jusqu’a 3 fois plus grande avec une envergure allant de 70 a 75 mm. Les ailes sont
grises/blanches, uniformes, soyeuses et brillantes (Figure 6B) avec une longueur antérieure de 35 mm. Les
antennes sont noires et jaunes tandis que le thorax et les pattes sont jaunes/grisatres (Figure 6A). L'abdomen
des femelles présente des crétes épaisses avec des poils sensoriels. L’ouverture génitale comporte deux
bourrelets superposés facilitant I'accouplement et I'oviposition (De Lajonquiére, 1972).
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Figure 6. A. Corps d’un adult-e femelle de Borocera cajani, B. Ailes d’'un aé’ulte femélle de B. ca]"anri, C. Téte d’'un adulte
femelle de B. cajani, D. Corps (endommagé) et antennes d'un adulte mdle de B. cajani, E. Corps et ailes en toit d'un adulte
male de B. cajani (Source : A-D. Trolin, 2024 ; E. Razafimanantsoa et al., 2012).

Bien que les populations locales connaissent les vers a soie malgaches et leur famille, il existe peu d'études,
d’observations ou de photographies sur les Borocera. Les descriptions morphologiques des especes existent
mais aucune information phylogénétique n'est actuellement disponible a ce niveau de connaissances.



3.2.  Repartition géographique et mode de vie de B. cajani

Les vers a soie B. cajani se trouvent a divers endroits de Madagascar, tels que Diego Suarez, Montagne
d'’Ambre, Nosy Be, Anjozorobe, Analavory, région d'Ankazobe, Antananarivo, Manjakatompo, massif de
I'Ankarana, Ambohimahasoa, massif de I'Andringitra, Bekily, Majunga, région d'Ankarafantsika, Antsingy,
région d'Antsalova et Morondava (Figure 7, couleur rouge). Cependant, ils montrent une préférence pour les
environnements entourés de foréts de Tapia des Hauts Plateaux Centraux (De Lajonquiére, 1972 ;
Razafimanantsoa et al., 2012). B. madagascariensis vit principalement sur les zones cotieres de I’ile
(Razafimanantsoa, 2023), s'étendant de Nosy Be a Tamatave en passant par Diego Suarez (Figure 7, couleur
verte). Quant au B. marginepunctata, il est présent autour de Tananarive, a Antsirabé, dans 1’ouest de
Madagascar avec la forét de Lambomakandro ainsi que dans la réserve spéciale du Zombitse et a I’est avec le
massif du Marojejy, la route d’ Anosibe et Mananjary (Figure 7, couleur jaune) (De Lajonquiere, 1972).
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Figure 7. Carte de distribution des 6 especes de Borocera créée a partir de la
répartition faite par De Lajonquiére, 1972 (Source : Google Earth).

B. cajani est un insecte & métamorphose complete (holométabole) et une espéce bivoltine, ce qui signifie
qu’elle présente 2 générations par an. Cependant, les périodes varient en fonction de la situation géographique
du landibe car le climat a une influence sur leur cycle (Rakotondrasoa et al., 2012). Selon Diez et al. (2013),
les B. cajani produisent des cocons de janvier a février pour la premiére génération et de mai a juin, pour la
deuxieme. Mais Kull et al. (2005) prénent une production de cocons de novembre a décembre pour la saison
des pluies et d’avril a juin pour la saison séche. Enfin, I’expérimentation de Razafimanantsoa et al. (2013) voit
éclore les ceufs de janvier a mars pour la premicre génération et de fin avril a novembre pour la deuxiéme. Le
cycle de vie complet de B. cajani varie entre 102 et 192 jours (Figure 8). Cette variation significative
s'explique par le phénomene de diapause, un arrét temporaire du développement survenant souvent pendant la
saison séche (Verheggen et al., 2013).
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Figure 8. Cycle de développement de Borocera cajani observé par Razafimanantsoa et al. (2013) a
I'insectarium de Sahatsiho Ambohimanjaka, région Amoron'i Mania : *Prolongation significative de
I'incubation en raison de la diapause nymphale durant la saison séche (Source : Razafimanantsoa, 2023).

De 250 a 845 ceufs sont déposés en masse sur les feuilles, les branches ou a la surface d’un tronc d’arbre
(Razafimanantsoa et al., 2012). IIs sont sphériques, blancs et gris, mesurant plus ou moins 2 mm et présentant
une coquille dure avec une texture granuleuse (Figure 9A) (Razafimanantsoa et al., 2013). Si les ceufs sont
fertiles, 1’éclosion se déroule aprés 10 a 14 jours, avec un taux de réussite de 89% (Rakotondrasoa et al.,
2012). Une femelle non fécondée peut pondre des ceufs mais ceux-ci n'‘éclosent pas.

Le cycle comprend 5 stades larvaires. Le premier stade connait la plus forte mortalité car les larves tentent de
se disperser mais elles ne choisissent pas toujours la nourriture adéquate ou ne parviennent pas a l'atteindre a
temps. Pourtant, il est essentiel qu'elles se nourrissent dans les 4 jours suivant leur éclosion, faute de quoi leur
survie est compromise (Razafimanantsoa et al., 2012). Au deuxieme stade larvaire, la larve développe 4
groupes d'épines sur son thorax (Figure 9B). Ces excroissances épineuses se développent simultanément avec
la larve et sont déployées lorsqu'elle est alarmée ou en situation de défense. Ces 4 projecteurs sont pourvus de
poils urticants qui démangent et piquent ceux qui s’y frottent (Razafimanantsoa et al., 2012). Ceux-ci sont
souvent rouges et noirs, oranges et noirs, voire entiérement noirs. Le cinquieme stade larvaire présente des
larves entre 7 et 12 cm. La larve est trés velue sur sa face latérale, et présente une coloration de plus en plus
claire afin de se camoufler sur les branches (Figure 9C) (Razafimanantsoa, 2023).

Quant au stade chrysalide, durant entre 47 et 131 jours (Figure 8), il est marqué par une différence entre les
cocons méles et femelles. Le cocon femelle mesure 5 cm de long sur 3 cm de large et pese 300 & 400 mg tandis
que le cocon male pése 90 a 200 mg et mesure 4 cm sur 2,5 cm (Kull et al., 2005). Les cocons présentent 3
couches de soie superposees et entourées de poils urticants venant des 4 projecteurs présents sur la larve. A
I’intérieur, la nymphe présente une surface lisse et une couleur brune foncée (Figure 9D et E).

Le stade adulte, qui dure seulement de 5 & 9 jours, commence avec I'‘émergence des adultes entre 14 et 18
heures. Ensuite, la femelle attire le male avec des phéromones sexuelles. La copulation se déroule
habituellement entre 13 et 17 heures et peut durer jusqu'da une heure. Chaque male peut s'accoupler avec 3
femelles maximum (Razafimanantsoa et al., 2012). Les ceufs sont pondus, le méme jour a partir de 19 heures
et il est également possible d'obtenir une ponte en captivité méme en I'absence des plantes hotes nécessaires.
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Fiéure '9. A Oéufs du landibe, B. Visualisation des projecteurs du landibe sur une de stade 4, C. Camouflage du landibe sur
un Tapia, D. Cocons avec poils urticants, E. Nymphe de landibe présente a l’intérieur du cocon (Source : Trolin, 2024).

Concernant la nourriture, la chenille est polyphage mais le feuillage du Uapaca bojeri Baill., 1858 (Tapia)
constitue sa principale source de nourriture, lui procure une meilleure croissance (Haubruge et al., 2013) et une
taille de cocons plus grande. Le landibe peut, aussi, se nourrir d’autres plantes appartenant a différentes
familles comme 1’Aphloia theiformis (Vahl) Benn (Aphloiaceae), le Psidium guayava L. (Myrtaceae),
I’Eucalyptus spp. (Myrtaceae), la Maesa lanceolata Forssk. (Primulaceae), le Dodonaea madagascariensis
Radlk. (Sapindaceae), la Schizolaena microphylla Perrier (Sarcolaenaceae), le Cajanus indicus Spreng.
(Fabaceae) et le Sarcolaena oblongifolia Gérard (Sarcolaenaceae). Le goyavier (Psidium guayava L.) et
I’eucalyptus (Eucalyptus spp.) sont des arbres exotiques trés appréciés par les chenilles (Razafimanantsoa et
al., 2013) ; I’Ambrevade (Cajanus indicus Spreng.) et le Tsitoavina (Dodonaea madagascariensis Radlk.) sont
des plantes de culture faciles et rapides. Quant a I’adulte de B. cajani, dépourvu de proboscis, il ne se nourrit
pas (De Lajonquiére, 1972 ; Razafimanantsoa et al., 2012).

3.3.  Fonctions du landibe

3.3.1.  Utilisation séricicole

La filiére de la soie a Madagascar est particulierement reconnue pour son importance culturelle. Ce matériau
précieux est utilisé pour fabriquer des tissus funéraires, essentiels lors des rituels tels que les enterrements
malgaches, les exhumations ou "Famadihana”, tradition malgache consistant a renouveler le linceul des
défunts tous les 5 a 10 ans. La soie sert également a confectionner des vétements de luxe portés par les rois, les
nobles et les personnes aisées, ainsi que des écharpes, des habits et autres accessoires. La soie étant rare et
précieuse, elle se vend a des prix qui variant de 125 000 & 650 000 Ariary (25 a 71 euros).

Cette soie est renommée pour sa robustesse, son élasticité et sa solidité, surpassant celle du Bombyx mori
Linnaeus, 1758. Cependant, la soie du B. mori est produite en plus grande quantité, est plus facile a élever et
moins colteuse. Les efforts pour développer le marché de la soie de landibe sont limités par la rentabilité de la
soie du B. mori, réduisant ainsi la soie de landibe au tissage des lambas traditionnels. Toutefois, elle est
toujours prisée pour sa résistance et est vendue dans quelques boutiques touristiques a Ambositra,
Ambatofinandrahana et Ambalavao (De Lajonquiére, 1972 ; Kull et al., 2005).

La filiere de la soie, dominée par les femmes, est une importante source de revenus pour les villageois vivant
pres des foréts de Tapia. Les femmes récoltent les cocons, les vendent aux intermédiaires et ces derniers les
transforment en produits artisanaux. Ce systéme crée de nombreux emplois et permet, par exemple, aux
familles situées prés des foréts d’ Ambatofinandrahana, de gagner jusqu’a 800 000 Ariary par an (environ 160
euros) en vendant des cocons (Kull et al., 2005).
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Pour obtenir de la soie de landibe, les cocons subissent plusieurs étapes. Les poils urticants et les nymphes sont
d'abord retirés (Figure 10A), puis les cocons sont cuits avec du savon pendant deux jours (Figure 10B). La
masse obtenue est ensuite lavée, séchée et divisée en portions pour former des fils (Figure 10C). La filature
prend environ 90 heures pour produire un linceul, nécessitant 4000 cocons, soit 1,5 kilos (Kull et al., 2005 ;
Razafimanantsoa et al., 2012 ; Diez et al., 2013). Ensuite, les fils sont mis en pelote en attendant d’étre tissés
(Figure 10D). Le tissage est la derniére étape avant la confection d'un vétement en soie de landibe. C'est une
phase délicate qui exige du temps et de la précision (Figure 10E). En général, les tisseuses déplorent le
manque de fonds du secteur, ce qui les pousse a travailler comme employées. Cependant, plus de 10 000
familles dépendent encore de l'industrie de la soie.

a. ‘mi.n
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Figure 10. A. Cocons de laﬁdibe vides et sans poils urticants, B

de I’eau bouillante pendant 2 jours, C.
Filature de soie a ’aide d’eau, D. Création de pelotes de soie a partir des fils, E. Métier a tisser les fils de soie, F. Gros plan sur une
écharpe (lamba) en soie de landibe (Source : Trolin, 2024).

. Cocons immergés dans

3.3.2.  Utilisation entomophagigue

En plus de permettre l'utilisation du cocon pour la soie, la nymphe est comestible et considérée comme un
mets de luxe en raison de sa rareté. Elle peut étre bouillie, sautée, séchée ou moulue en poudre riche en
calcium (Figure 11A). Appréciée en brousse pour sa valeur nutritive, elle est souvent consommeée en snack ou
avec du poulet et du riz (Salazar, 2020), bien que ce mets reste méconnu des citadins (Barsics et al., 2013 ;
Razafimanantsoa et al., 2012). Des efforts sont en cours pour sensibiliser la population malgache a cette
ressource alimentaire précieuse et assurer sa durabilité (Andriamahatody et al., 2024). Actuellement, un projet
vise a repeupler la forét d'Ambatofinandrahana et a valoriser les chrysalides sur le plan alimentaire,
notamment par le développement de techniques de conservation et la création de recettes (Figure 11B)

adaptées aux habitudes locales (Andriamahatody et al., 2024).

y ~-' " X7 L \ > .l / AL
Figure 11. A. Nymphes de landibe, B. Plat nommé “Soherina” comprenant du
landibe (Source : Andriamahatody et al., 2024 ; Abraham Ralainony, 2021).
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3.4. Difficultés rencontrées

3.4.1. Diminution de la densité naturelle de 1’espéce

La diminution de la densité naturelle des vers a soie malgaches est préoccupante et résulte de plusieurs
facteurs. La déforestation joue un réle majeur dans cette diminution car la destruction de leur habitat naturel
réduit considérablement leur environnement viable (Razafimanantsoa et al., 2012 ; Diez et al., 2013). Les
populations de vers a soie peuvent se retrouver fragmentées, diminuant ainsi le flux génétique essentiel pour
maintenir leur diversité. Cette fragmentation augmente le risque de consanguiniteé.

De plus, la réduction de la diversité végétale dans les foréts de Tapia limite leurs sources de nourriture,
affectant leur survie. Les feux de brousse, bien que nuisibles a leur habitat, peuvent parfois favoriser la
production de vers & soie en réduisant certains parasites (fourmis, ...) et en stimulant la croissance de
nouvelles pousses de Tapia, particulierement appréciées par les chenilles de landibe (Kull et al., 2005).

Enfin, la surexploitation des chrysalides pour la consommation alimentaire et le changement climatique
perturbent également leur cycle de vie, contribuant a la baisse de leur population.

3.4.2.  Prédateurs et maladies du ver a soie

Le landibe subit diverses pressions sélectives, notamment de la part des prédateurs, des maladies et des
conditions climatiques. Ces pressions peuvent entrainer I'évolution de traits spécifiques au sein des
populations. Les adaptations locales, développées en réponse a ces conditions environnementales, peuvent étre
analysées a travers des études de génétique des populations.

Le reptile Furcifer lateralis Gray (1831) (Figure 12A), les oiseaux tels que le Martin triste (Acridotheres
tristis Linnaeus, 1766) (Figure 12B), le Coucou de Madagascar (Cuculus rochii Hartlaub, 1863), le Coucal
toulou (Centropus toulou Statius Miiller, 1776), le Corbeau Pie (Corvus albus Statius Mdller, 1776), le Bulbul
de Madagascar (Hypsipetes madagascariensis Statius Mauller, 1776) ou encore les chauves-souris
(Razafimanantsoa et al., 2012) font partie de ses prédateurs. Au niveau des insectes, les mantes religieuses,
fourmis, araignées et grillons sont friands des chenilles de vers a soie.

Quant aux parasitoides, des familles faisant partie de I’ordre des Hyménoptéres peuvent étre citées. Les
Ichneumonidae piquent la chenille pour pondre a l'intérieur de celle-ci. L'h6te poursuit sa croissance tandis que
I'ceuf se développe et c’est au moment ou la chenille tisse son cocon que le parasite entame sa nymphose,
provoquant la mort de la chenille (Pimpla sp. Fabricius (1804), Xanthopimpla hova Saussure (1892),
Brachymeria sp. Westwood (1829), Ophion sp. Fabricius (1798)) (Figure 12C). Dans ce type de cas, la
chrysalide est blanche a I’intérieur du cocon. Les Braconidae se développent a I’intérieur de la chenille, puis
de nombreux petits cocons jaunes de Braconidae émergent de la chenille, ce qui entraine sa mort (Apanteles
sp. Granger, 1949). Enfin, un diptere de la famille des Tachinidae (Synthesiomyia nudiseta VVan Der Wulp,
1883) pique le cocon du landibe et y laisse des petits trous dans la coque (Figure 12E) (Razafimanantsoa et
al., 2012 ; Diez et al., 2013).

Des maladies fongiques affectent le landibe : la pébrine, la muscardine et la flacherie peuvent étre mentionnées
(Diez et al., 2013 ; Larousse, Aot-7-2024 ; Razafimanantsoa et al., 2012). La pébrine, une maladie héréditaire
transmise par un sporozoaire, se manifeste par des taches noires sur I'épiderme et une irrégularité dans la taille
des vers. La muscardine, causée par un champignon, envahit les tissus du ver et produit des conidies a la
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surface de la peau. Enfin, la flacherie affaiblit et immobilise la chenille avant de la faire mourir et noircir. Il
n'existe pas de photographies pour illustrer ces maladies.
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Figure 12. A. Furcifer lateralis Gray (1831), B. Martin triste (Acridotheres tristis Linnaeus, 1766), C. Ophion sp. Fabricius
(1798) retrouvés dans les cocons de landibe, D. Chenille parasitée, E. Trous laissés par le Synthesiomyia nudiseta Van Der Wulp
(1883) (Source : A. Gebiisch am StraBenrand der RN7 zwischen Ranomafana und Antsirabe, Madagascar, Marz 2018, Aodt-7-

2024 ; B. Martin triste - Acridotheres tristis, Ao(t-7-2024 ; C - E. Trolin, 2024).

3.4.3. Manque de débouchés

L'industrie de la soie malgache se retrouve aujourd'hui confrontée a une crise profonde, accentuée par un
manque de débouchés. L'absence de modernisation de la filiere, de financements adéquats pour son
développement et de stratégies efficaces pour valoriser ses produits face a la compétition de la soie de B. mori
contribue a son inévitable déclin. Cette situation entraine un abandon progressif de cette tradition séculaire,
menagant sa survie a long terme, la préservation instinctive de I'espéce liée a sa valeur marchande et son
habitat naturel. Comme le soulignent Diez et al. (2013), les villageois, autrefois maitres dans l'art de la
sériciculture, se voient contraints de délaisser cette activité ancestrale au profit de I'agriculture. Cette transition
reflete non seulement un choix économique mais aussi une adaptation aux réalités d'un marché de la soie
malgache de plus en plus précaire et compétitif.

3.5. Pistes de solutions

3.5.1. Compréhension de 1’espéece et de son évolution

Comprendre I'évolution d'une espéce est essentiel pour plusieurs raisons. Cela permet de mettre en place des
stratégies de conservation adaptées aux besoins écologiques spécifiques de I'espece et d'anticiper les impacts
des changements environnementaux, tels que le changement climatique. En préservant la biodiversité et les
fonctions écologiques, on protége les relations entre les espéces et leurs habitats. Cette connaissance aide
également & comprendre les mécanismes biologiques, comme les adaptations et les stratégies de survie.

La phylogénie, en particulier, joue un réle crucial dans ce processus. Elle déchiffre les relations évolutives
entre les espéces et permet d'affiner les stratégies de conservation tout en ciblant efficacement les efforts pour
maintenir la biodiversité. En identifiant les espéces et en explorant leur diversité génétique, la phylogénie
contribue & comprendre les adaptations spécifiques et les interactions écologiques. De plus, elle enrichit la
recherche médicale et biologique en fournissant des informations précieuses pour les avancées en biomédecine
et en biotechnologie (Phylogénie, Février-28-2024). Enfin, la phylogénie éclaire les études écologiques en
améliorant la compréhension des interactions entre les especes, telles que les relations prédateur-proie et les
compétitions. En somme, la connaissance de I'évolution et de la phylogénie d'une espéece est indispensable
pour protéger les écosystémes, comprendre les processus naturels, et sensibiliser le public a la conservation.
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Une analyse de la phylogénie du genre Borocera pourrait donc aider a comprendre les relations de parenté
entre les taxons et I'évolution de ces relations (Phylogénie, Février-28-2024). L'établissement d'arbres
phylogénétiques de Borocera permettrait de suivre le cours de I’évolution de ’espéce et de savoir comment
celle-ci s’est adaptée aux différents changements présents au cours de sa vie (climat, environnement,
migration, etc.). De nouvelles espéces pourraient apparaitre et expliquer une certaine adaptation a une niche
environnementale particuliére qu’elle a colonisé (Radiation adaptative, Février-28-2024).

L'élevage et l'exploitation des vers a soie par I'nomme peuvent influencer la structure génétique des
populations, notamment a travers la sélection pour des traits spécifiqgues comme la production de soie, ce qui
peut réduire la diversité. En outre, la déforestation et I'agriculture intensive menacent les habitats naturels des
vers a soie, réduisant leur taille et leur connectivité, et impactant directement leur génétique.

La diversité génétique joue donc un rdle crucial dans la résilience des populations face aux changements
environnementaux et aux maladies. Une population génétiquement diversifiée présente une meilleure capacité
d'adaptation aux défis environnementaux, ce qui favorise sa survie a long terme. Les scientifiques utilisent des
marqueurs génétiques, tels que les microsatellites ou 'ADN mitochondrial, pour évaluer la variation au sein et
entre les populations de vers a soie. En somme, I'étude de la génétique des populations de vers a soie est
essentielle pour comprendre leur dynamique évolutive, orienter les stratégies de conservation, et assurer leur
survie a long terme, particulierement dans des environnements menacés comme Madagascar.

3.5.2.  Mesures pour la conservation de I’habitat naturel et la préservation du landibe

Divers efforts de conservation sont actuellement déployés. Des programmes de repeuplement sont en cours
pour restaurer les populations de vers a soie dans les zones dégradées. La sélection des individus pour ces
programmes repose sur leur diversité génétique afin de prévenir la perte de cette diversité. De plus, la création
de bangues de genes, qui conservent des échantillons génétiques, permet de préserver cette diversité pour les
générations futures.

La protection des habitats est également primordiale, avec la mise en place de réserves naturelles et la
promotion d'une gestion durable des foréts de Tapia. L'arrét permanent des feux de brousse, de I'exploitation
forestiére, le reboisement de Uapaca bojeri qui maintient leur capacité a stocker le carbone et I'élimination des
plantes introduites (telles que le pin ou 1’eucalyptus) dans la forét de Tapia sont des actions trés importantes
pour le maintien des habitats naturels de B. cajani (Razafimanantsoa et al., 2013).

Eviter de casser les branches de Tapia lors de la récolte et choisir judicieusement les moments de collecte pour
garantir la pérennité de la génération suivante sont des gestes simples mais essentiels pour la conservation. Par
ailleurs, sensibiliser et éduquer les communautés locales, ainsi que les enfants, est fondamental pour améliorer
les conditions de vie du ver a soie et préserver le patrimoine culturel malgache. De plus, bien que la collecte
des cocons vides n‘ait aucun impact sur le landibe, la récolte des cocons contenant des parasitoides peut étre
bénéfique car elle aide a réguler les populations de parasites et ainsi favoriser la population de landibe (Diez et
al., 2013).

353. Elevage des vers a soie

Créer des €levages de landibe, & petite ou grande échelle, en respectant toutes les conditions optimales a
I’espéce, constituent une piste de repeuplement pour le B. cajani. Cela ne fonctionnera pas si le mode de vie,
les conditions changeantes ou les facteurs externes & la vie du landibe ne sont pas connus. Des paramétres
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comme la température, ’humidité, le temps resté en cage, la taille de la cage, la nourriture a appliquer sont des
parametres a définir et & maitriser (Razafimanantsoa, 2023).

Des élevages antérieurs et essais de repopulation ont révélé plusieurs points cruciaux a considérer : ces
chenilles demandent beaucoup de nourriture et d’espace pour étre facilement domestiquées. Au prix de grands
efforts, il est possible de les élever en boite mais elles se développent mieux en forét (Razafimanantsoa et al.,
2012). De plus, les chenilles auraient besoin de migrer pour se développer correctement et leur confinement
peut nuire a leur croissance. Des conditions de température et d'humidité inappropriées dans un environnement
fermé pourraient également entraver le développement optimal du landibe. Des conditions climatiques, telles
que la pluie et le vent, sont connues pour provoquer la mort des chrysalides et affecter les jeunes larves, les
rendant vulnérables aux chutes (Razafimanantsoa et al., 2020). Cependant, les données concrétes pour
confirmer ces observations sont encore insuffisantes (Diez et al., 2013). Il est donc essentiel de poursuivre les
recherches pour approfondir ces aspects.

La mise en place de cet élevage pourrait également inverser la tendance dans le domaine de la sériciculture. I
est essentiel d'investir dans la modernisation des techniques de production, de mobiliser des ressources
financiéres significatives et de promouvoir les atouts uniques de cette soie sur les marchés internationaux. En
recréant un environnement propice a la sériciculture a Madagascar et en maitrisant I'élevage des vers a soie, il
serait possible de revitaliser une industrie en déclin, de créer des opportunités économiques durables pour les
communautés rurales, et de préserver un patrimoine précieux pour les générations futures.
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Contexte et objectifs de I’étude

Ce travail de fin d’études s’inscrit dans le cadre d’une collaboration entre I’ONG Za Bibikely (présente au sein
d’Havoana Land et de son insectarium), la mention Entomologie Culture Elevage et Santé ( E-CES) du
Département d’Entomologie de 1’Université d’ Antananarivo ainsi que la faculté de Gembloux Agro-Bio Tech
de I’Université de Liege.

Dans un souci de pérenniser I’espece, de la conserver et d’approfondir nos connaissances sur son évolution, ce
travail a pour objectif principal d’évaluer la répartition des populations de Borocera sur différents sites et
établir les relations phylogénétiques entre les espéces distinctes. Contribuer a comprendre la structure de ces
populations aiderait a renforcer les efforts de conservation et de préservation de I'habitat naturel de ces espéces
endémiques.

Deux objectifs secondaires complétent cet axe principal. Le premier objectif secondaire consiste a mettre en
place un essai d’¢levage de Borocera en conditions semi-contr6lées. Cet essai a pour but d’observer le
développement du ver a soie et d’explorer les méthodes d’élevage possibles en vue de son repeuplement.

Dans le cadre de la gestion durable des foréts de Tapia, un second objectif secondaire vise a avoir une vue
d’ensemble de la biodiversité entomologique de ces foréts afin de les valoriser et d’en comprendre les
dynamiques.

En résumé, ce travail s’articule autour de 3 axes :
e Ol : Initier une phylogénie des populations de vers a soie du genre Borocera par approche moléculaire
suite a des collectes multisites.

02 : Mise en place d’un élevage et observation du développement des vers a soie.
O3 : Etudier la biodiversité entomologique et son abondance dans les foréts de Tapia.
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1.

Matériel et méthodes

LOCALISATION ET DESCRIPTION DES SITES ECHANTILLONNES

Parmi les cing zones présentant des foréts de Tapia (Figure 2), trois d’entre elles ont été sélectionnées comme
lieu d’échantillonnage. Ce choix a été opéré en fonction de la logistique, la distance et la sécurité des différents
lieux (Figure 13A). Au sein des trois zones, 10 sites ont été choisis et échantillonnés (Figure 13B). Les zones
d’Imamo et d’Itremo sont distantes d’environ 170 kilométres a vol d’oiseau tandis que celles d’Itremo et
d’Isalo sont ¢loignées de plus ou moins 267 kilométres. Enfin, environ 435 kilométres séparent les zones
d’Imamo et d’Tsalo (voir lignes jaunes, Figure 13B).
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Figure 13. A. Apercu des zones et dates de mission : 1. Ambatofinandrahana du 6 au 12 mars 2024, 2. Arivonimamo
du 18 avril au 21 avril 2024, 3. Parc national d’Isalo du 24 mai au 29 mai 2024 (Source : Rakotondrasoa et al.,
2012), B. Aper¢u global de la localisation des sites d’échantillonnage et de la distance entre eux (Source . Google
Earth).

1.1. Zone d’Itremo

La zone d’Itremo se trouve dans le district d’Ambatofinandrahana (20°33°07” S, 46°48°11” E), situé dans le
centre de Madagascar, dans la région d’Amoron’i Mania. La région connait des variations de température entre
9°C et 30°C. La saison séche est confortable et dégagée tandis que la saison pluvieuse est chaude et nuageuse.
La période la plus pluvieuse se concentre en janvier, comme indiqué dans les données météorologiques de
Weatherspark (mars 2024). Un projet 1ié au ver a soie et financé par I’ARES, le Centre de Recherches sur
I’Environnement (CRNE), 1’Université de Li¢ge et 1’Université d'Antananarivo est déja en cours dans la forét
de Tapia. Pour des raisons de logistique et de colt, quelques sites sélectionnés pour ce projet ont été repris
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pour ce travail et constituent les 3 premiers sites (Figure 14A et B) : le site 1 d’Ambatomenaloha (20°30°59”
S, 46°45°24” E) échantillonné le 9 mars 2024, le site 2 d’ Ambatomenaloha (20°31°09” S, 46°45°28” E) réalisé
le 10 mars et le site 3 d’ Andrahalana (20°36°01” S, 46°45°11” E) effectué le 11 mars 2024. Les deux derniers
sites ont été sélectionnés en raison de leur proximité avec la route et leur emplacement dans une forét de Tapia
(Figure 14C). Leur objectif est de diversifier le matériel génétique récolté pour étudier la phylogénie des
Borocera.

Figure 14. A. Site 1, Ambatomenaloha (20°30°59” S, 46°45°24 " E) et site 2, Ambatomenaloha (20°31°09” S, 46°45°28” E), B.
Site 3, Andrahalana (20°36°01” S, 46°45°11” E), C. Site 4, Anjoman’Ankona (20°39'57"S 47°07'24"E) et site 5,
Ambohimanjaka (20°40'15"S 47°08'04"E) (Source : Google Earth).

1.2. Zone d’Imamo

La zone d’Imamo est localisée dans le district d'Arivonimamo (19°00'24" S, 47°13'59" E), situé dans le centre
de Madagascar, dans la région d’Itasy. Un projet lié aux populations de fourmis a été mené dans cette zone.
Pour des raisons de facilité et de budget, 2 sites sélectionnés pour ce projet ont été repris et échantillonnés pour
ce travail de fin d’étude : le site 6 d’Amby (19°01'37"S 47°07'36"E) échantillonné le 18 et 19 avril 2024 et le
site 7 d'’Amoron'irihitra (18°59'46"S 47°06'04"E) effectué le 20 et 21 avril 2024 (Figure 15A et B). Les
conditions météorologiques sont similaires a celles d’Ambatofinandrahana. Le site 8 d’ Antanety (19°00'13"S
47°06'55"E), situé dans une forét de Tapia proche de la route, a été choisi afin de diversifier le matériel
génétique de la zone d’Imamo (Figure 15C).

Amoron'ihiritra, site 7%

Amby site,6
@)
V
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Figure 15. 4. Site 6, Amby (19°01'37"S 47°07'36"E), B. Site 7, Amoronihiritra (18°59'46"S 47°06'04"E), C. Site 8,
Antanety (19°00'13"S 47°06'55"E) (Source : Google Earth).
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Figure 16. A. Visualisation des 5 sites composant la zone d’Itremo, B. Visualisation des 3 sites composant la zone d’Imamo
(Source : Google Earth).

1.3. Zone d’Isalo

Enfin, la zone d’Isalo est située dans la région d’lhorombe (22°45°00” S, 45°29°00” E), située dans la partie
sud-ouest de la province de Fianarantsoa. La zone d’Isalo constitue un parc national depuis 1999. Deux sites
ont été traités dans le parc : le site 9 (22°33'43"S 45°22'44"E), échantillonné le 26 mai 2024 et situé a
proximité de la piscine naturelle du parc (Figure 17A) et le site 10 (22°33'47"'S 45°20'17"E), échantillonné le
27 mai 2024 et se trouvant prés du site geologique (Figure 17B). Ces sites ont été choisis pour leur
accessibilité et leur densité en Tapia. La région connait des variations de température entre 11°C et 31°C. La
saison seche est venteuse et claire tandis que la saison des pluies est humide et nuageuse. Janvier est le mois le
plus pluvieux de I’année tandis que novembre est le mois le plus chaud selon les données météorologiques de
Weatherspark (mars 2024).

Isalo
National'Park

Isalo!'site

a9

ISalo; sitez10

)

Figure 17. A. Site 9, Piscine naturelle (22°33'43"S 45°22'44"E), B. Site 10, Site géologique (22°33'47"S 45°20'17"E), C.
Aper¢u général des 2 sites de la zone d’Isalo (Source : Google Earth).
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2. BIODIVERSITE ENTOMOLOGIQUE DES FORETS DE TAPIA

2.1.  Mise en place du transect d’échantillonnage

Cet axe a été abordé lors des deux premieres missions qui se sont déroulées du 6 au 12 mars 2024 dans la zone
d’Itremo et du 18 au 21 avril 2024 dans la zone d’Imamo. Des quadrats de 50m x 50m ont été installés sur les
sites du projet ARES (cité dans la section 1. - 1.1 du matériel et méthode), leurs emplacements ont été repris
pour ce travail de fin d’étude. Chaque quadrat est divisé en 25 plots de 10m x 10m, dans lesquels les arbres
sont identifiés et recensés (Annexe 1). Les missions de terrain ont servi a a échantillonner la diversité
entomologique présente sur les arbres se situant dans les différents plots. Un transect de 100 m de long a été
mis en place dans le sens de la pente sur les 5 sites (Figure 18A et B). Cette méthode permet un
échantillonnage efficace et représentatif des variations écologiques, facilitant la comparabilité et I'analyse des
données (Bouget et al., 2009 ; Broers, 2022 ; Razafimanantsoa, 2023). Ce transect est composé de 10 plots de
10 m x 10 m (100 m?) incluant les 5 plots centraux des 25 existants ainsi que 5 nouveaux plots. Parfois, la
mise en place du transect est contrainte par la disposition du site. Le transect est donc décalé vers le haut/bas
du terrain afin d’avoir 10 plots contenant des arbres (Figure 18C).

PLOT1
PLoT1
PLOT 2
PLOT2
S50m
PLOT 3
Transect 50m
d'échantillonnage noT3
PLOT 1 PLOT 6 PLOT 11 PLOT 16 PLOT 21 10m 100 m POT4
PLOT 4 I 10m
<+
10m PLOTS
PLOTS
PLOT 2 PLOT 7 PLOT 12 PLOT 17 PLOT 22
100 m
PLOT6
moTe
50m PLOT 3 PLOT 8 PLOT 13 PLOT 18 PLOT 23 PLOT 7 I 10m
PLoT7
Transect
d'échantillonnage
nere om PoTS
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PLOT 5 PLOT 10 PLOT 15 PLOT 20 PLOT 25
PLOT 10 moT 10

Figure 18. A. Quadrats de 50m x 50m composé de 25 plots de 10m x 10m, B. Transect de 100 m de long mis en place
sur les sites 1 et 6, C. Transect de 100 m de long mis en place sur les sites 2, 3 et 7 (Source : Trolin, 2024).

Pour délimiter les parcelles, deux cordes de 100 métres ont été utilisées pour les cdtés longitudinaux (Figure
19C). Tous les 10 metres, les plots sont séparés par des fanions numérotés (Figure 19A) grace a une corde de
la méme longueur et marquée d’un repére (Figure 19B). Dans chaque plot, le nombre de pieds d’arbre est
comptabilisé avant 1’échantillonnage. L’espece, la hauteur et le pourcentage de défoliation de chaque arbre
sont également notés sur les fiches de terrain (Annexe 2) regroupant les données botaniques et
entomologiques de chaque plot.
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ou se situe la fin d’un plot (10 m), C. Corde de 100m constituant la longueur du transect (Source : Trolin, 2024).

2.2.  Technique d’échantillonnage de la biodiversité entomologique

La méthode d’échantillonnage choisie au sein du transect est celle du parapluie japonais (Razafimanantsoa,
2023). Cette technique est efficace pour capturer rapidement une grande variété d’arthropodes sans détruire la
végétation, reproductible entre différents sites d’étude (Touroult et al., 2021). Elle est aussi utilisable dans des
environnements difficiles d'accés et facile a transporter. Un systéme fait main (Razafimanantsoa, 2023) a été
créé. Le cadre du parapluie est fait de 2 tubes PVC de 1,50 metres reliés par un systéme de coude métallique
(Figure 20A). Avec les morceaux de PVC restants, 2 batons ont été créés avec pour frapper les arbres
délicatement (Figure 20C). Une toile en tissu blanc de 1 m x 1 m a été découpée et les 4 coins de la toile ont
été cousus pour fixer les tubes en PVC (Figure 20B). Un trou a été découpé au centre de la toile pour recueillir
ce qui tombe dans un récipient placé en dessous.

Deux exemplaires ont été fabriqués afin de pouvoir créer 2 équipes de travail. Chacune se composait de 3
personnes : la premiére personne frappait les branches des arbres pour faire tomber les insectes sur le
parapluie, la deuxieme tenait le parapluie et guidait la troisieme personne vers les insectes visibles, celle-ci
utilisait une pince pour attraper les insectes et les placer dans le pot de collecte (Figure 20D) contenant un
mélange d’éthanol a 90% et d’eau. Immédiatement, elle identifiait les insectes et notait ses observations sur les
fiches de terrain associées aux plots. Cette identification était facilitée par une légende codifiée, ce qui
permettait d’accélérer le processus car chaque plot bénéficiait de 15 a 20 minutes d’échantillonnage. Si les
spécimens d’un méme ordre ou d’une méme famille étaient différents a 1'ceil nu, ils étaient séparés par un tiret
(Annexe 2). Des photos ont été prises pour les spécimens difficiles a identifier ou les chenilles spécifiques, et
des observations sur la densité des vers a soie dans les plots ont été réalisées.

X < 'B
ponais créé avec des tubes PVC et un coude métallique, B. Parapluie japonais opérationnel,

C. Utilisation du parapluie japonais sur le terrain au pied d'un Tapia, D. Mise en alcool des spécimens récoltés avec le PJ
(mélange d’alcool a 90% et d’eau) (Source : Trolin, 2024).
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2.3. Traitement en laboratoire et traitement des données

Un récipient était attribué par plot, regroupant la faune des différents arbres du plot dans le méme récipient.
Chaque site comprend 10 pots de collecte, totalisant 50 pots pour les 5 sites. Ces échantillons ont ensuite été
traités en laboratoire a 1’aide d’un binoculaire (Figure 21B), d’une lampe et d'une clé d’identification. Les
araignées ont été identifiées jusqu'a l'ordre tandis que les acariens 1’ont été jusqu’a la sous-classe. Concernant
les insectes, tous ont été identifiés jusqu'a I'ordre, et certains ont été classés jusqu'a la famille. Une légende a
été établie pour ordonner les échantillons a I'aide de numéros (Figure 21C). Une base de données a été créée,
incluant des informations sur les sites, le milieu et les spécimens. Les échantillons ont été étiquetés, organisés
et conservés a Madagascar. La base de données a été analysée avec Excel (Annexe 3), en utilisant des tableaux
croisés dynamiques pour mettre en évidence les abondances et les corrélations, simplifiant ainsi I'analyse
numérique et la visualisation des données.

Figure 21. A. Pots de collecte codifiés, B. Binoculaire permettant I'identification, C. Echantillons triés par ordre, D.
Spécimens venant des échantillons, E. Vision du binoculaire avant le tri des spécimens par ordre (Source : Trolin, 2024).

3. CREATION D’UNE PHYLOGENIE DES POPULATIONS DE BOROCERA

3.1.  Technique d’échantillonnage

Cet axe a été exploré lors de 3 missions se déroulant du 6 au 12 mars 2024 dans la zone d’Itremo, du 18 au 21
avril 2024 dans la zone d’Imamo et du 24 au 29 mai 2024 dans la zone d’Isalo. Ces missions ont permis de
collecter une variété de spécimens du genre Borocera sur des sites présentant des climats, milieux et espéeces
variées. L’échantillonnage a été¢ réalis€ sur 10 sites : les 5 sites des transects de 1’axe “Biodiversité
entomologique des foréts de Tapia”, 3 sites situés le long des routes de mission dans les foréts de Tapia
(Figures 16), et 2 sites dans le parc national de I’Isalo (Figure 17). Pour chaque site, 1'effort d’échantillonnage
a été uniformisé avec une recherche de 20 minutes sur les Tapia de la zone choisie.

Afin d’établir une phylogénie robuste des populations, 1’objectif était de prélever 3 spécimens de Borocera par
site. Si moins de 3 Borocera étaient trouvés en 20 minutes, 1’effort était prolongé a 30 minutes avec une
extension de la zone de recherche. En raison de la diminution des populations (voir point 3.4.1 de la section
3.), certains sites ne contiennent pas 3 spécimens distincts tandis que d’autres en comptent davantage, avec 2
ou 3 especes de Borocera présentes.

Un total de 25 larves, 16 cocons et 1 adulte de Borocera a été prélevé et ramené en Belgique. Ils ont été
transportés dans des piluliers hermétiques comprenant de 1I’éthanol a 90°. Ces 42 échantillons ont été traités en
laboratoire ou des analyses génétiques ont permis d'extraire I’ADN et de les séquencer afin d'obtenir les
informations génétiques.
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3.2.  Analyses génétiques

3.2.1. Extraction de I’ADN des spécimens récoltés

L’extraction d’ADN a été réalisée grace a un kit “DNeasy®, Blood and tissues kit” (Annexe 4). A l'aide d'une
balance analytique, un échantillon de 25 mg de chaque spécimen est prélevé et placé dans un tube Eppendorf.
Les tubes contenant le morceau d'insecte et deux billes métalliques sont ensuite agités avec un vibro-broyeur
(MM 400, Retsch, Haan, Allemagne) a une fréquence de 30 Hz pendant 2 minutes. Avant de vortexer les tubes
et de les centrifuger (micro-centrifugeuse 1-14, Sigma, Osterode am Harz, Allemagne) pendant 30 secondes,
180 ul de tampon ATL et 20 ul de protéinase K sont ajoutés. Puis, les échantillons sont incubés pendant 2h a
56°C dans un thermomixer (Comfort 5355, Eppendorf, Hambourg, Allemagne) réglé & 350 rpm. Apres ces 2
heures, 200 pl de tampon AL sont ajoutés, suivis d'un vortexage, puis 200 pl d'éthanol (96°- 100°) et un
nouveau vortexage. Ensuite, le contenu du tube est placé dans une colonne DNeasy comprenant une membrane
en silice. Les tubes sont centrifugés a 6000 g pendant 1 minute ; le collecteur du tube est jeté et remplacé par
un nouveau. 500 pl de tampon AWL sont incorporés et les tubes sont re-centrifugés 1 minute a 6000 g. Le
collecteur est a nouveau jeté et remplacé, puis 500 pl de tampon AW2 sont versés dans la colonne. Les tubes
sont centrifugés a 20 000 g (vitesse maximale) pendant 3 minutes. Le collecteur est jeté, remplacé et les tubes
sont centrifugés a la vitesse maximale pendant 1 minute. La colonne DNeasy est alors placée dans un tube
Eppendorf de 1,5 ml.

L'ajout de 100 pl de tampon AE est effectué et les échantillons sont incubés a température ambiante pendant 1
minute et 30 secondes. L’ensemble est centrifugé pendant 1 minute a 6000 g puis la colonne est jetée. Un
Nanodrop (Thermo Scientific™ NanoDrop™, Fisher Scientific, Hampton, Etats-Unis) est utilisé pour
quantifier I’ADN présent dans les 42 échantillons (Annexe 5). Pour établir le blanc de I’analyse, on utilise le
tampon AE. L'ADN est ensuite conservé a -20°C dans le congélateur.

3.2.2. PCR et migration sur gel d’agarose

Les 42 échantillons ont ensuite été préparés pour une PCR et une migration sur gel d’agarose. Tout d’abord,
une dilution a été effectuée pour ajuster la concentration de tous les échantillons a 10 ng/ul. Cependant,
certains présentaient une concentration inférieure a 10 ng/ul ; leur concentration initiale a donc été maintenue
(Annexe 6). Le volume final a été fixé a 50 ul. En se basant sur les calculs effectués, de 1’eau prélevée d’un
aliquot est transférée dans des Eppendorf numérotés a I’indélébile et pouvant contenir 1,5 ml. Ensuite, la
quantité appropriée d'/ADN, conservé a -20°C, est ajoutée a I'eau. Le mélange doit atteindre un volume total de
50 pl et est ensuite vortexé. En attendant les étapes suivantes, I’ADN est remis sur glace.

Le mélange de réaction PCR est préparé sous hotte. Ce mélange contient des amorce spécifiques, utilisées
pour amplifier certaines régions du géne mitochondrial COI (Cytochrome Oxydase 1) dans les insectes (Akter
et al., 2023 ; Mohiudden Meem et al., 2023). La premiére, I’amorce LCO (LCO 1490, Eurogentec, Seraing,
Belgique) est complémentaire a la séquence du brin d’ADN matrice de 3° vers 5° (5'-GGT CAA CAA ATC
ATA AAG ATA TTG G-3") tandis que la deuxieme, I’amorce HCO (HCO 2198, Eurogentec, Seraing,
Belgique) est complémentaire au brin codant de I’ADN de 5 vers 3’ (5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA
AAR AAY CA-3"). Ces amorces ont été sélectionnées car elles sont éprouvées pour ce type d'analyse, et leur
utilisation combinée permet d'obtenir une séquence plus longue du géne COI, améliorant ainsi I'identification
des especes (Ghosh et al., 2019 ; Pachuau et al., 2012).

Un calcul doit étre effectué pour déterminer combien de doses sont prévues pour le mix. Les échantillons sont
traités par lot de 5 & 10 Eppendorfs, avec I'ajout d'un blanc et d'une dose de secours. Pour chague échantillon,
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le mélange est composé de : 16 ul d’H20 (stérile et exempte de DNases et RNases) - 2,5 ul d’amorce Reverse
HCO - 2,5 ul d’amorce Forward LCO et 25 ul d’enzyme Q5, ADN polymérase a haute fidélité qui est utilisée
en PCR pour des amplifications d'ADN (Q5 High-Fidelity - 2X Master Mix - M0492S, BiolLabs, Paris,
France). Le tout est minutieusement homogénéisé puis, 46 pl du Mix (I’addition des 4 composants) sont
transférés dans des tubes PCR numérotés. Sachant que le volume final est de 50 pl, la quantité d'/ADN a
ajouter, en dehors de la hotte, est de 4 ul. Quant au blanc, il recevra 4 ul d’eau (aliquot). Quelques tests ont
également été effectués a une concentration de 10 pl d'H20 pour 10 pl d'ADN. Le contenu des tubes est
mélangé et vortexé avant d’étre placé dans un thermocycleur (Thermocycleur quantitatif en temps réel/qPCR
CFX96, Bio-Rad, Hercules, Etats-Unis) (Figure 22A).

La PCR comporte 3 grandes étapes qui sont répétées 35 fois afin d’amplifier ’ADN : I’étape de dénaturation
qui consiste a chauffer I’échantillon pour séparer les 2 brins d’ADN (30 secondes a 98°C, 10 secondes a
98°C), I’étape d’hybridation qui permet aux amorces de s’apparier spécifiquement aux séquences
complémentaires de I’ADN matrice (30 secondes a 56°C) et I’élongation qui consiste en un chauffage a une
température optimale pour I’activité de la polymérase (30 secondes a 72°C, 2 minutes a 72°C). Enfin, un
stockage des échantillons a 4°C (Figure 22B) est mis en place. Le programme total dure 1 heure et 30
minutes. Ces paramétres ont été choisis en utilisant un protocole éprouvé pour ce type d'analyse.

Un gel d'agarose est ensuite préparé pour chaque lot d'échantillons en utilisant 1 gramme d'agarose pour 100
ml de tampon TAE (1X). Le plan des PCR réalisées est disponible en annexe (Annexe 7). Le gel, comprenant
5 ul de Ladder Sybr Safe (SYBR™ Safe DNA Gel Stain, Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis), est coulé dans une
cuve équipée d'un peigne de 20 puits et laissé a durcir pendant 20 minutes. Une fois solidifié, le gel est placé
dans une cellule d'électrophorése remplie de TAE (1X) et connectée a un bloc d'alimentation PowerPac™ Bio-
Rad (Figure 22C). Dix pl des produits issus de la PCR sont prélevés et placés dans de nouveaux tubes, puis
mélangés avec 2 pl de colorant de chargement (6X Orange DNA, Thermo Scientific, Waltham, Etats-Unis).
Le premier puits du gel est rempli avec un marqueur de poids moléculaire (MassRuler DNA Ladder Mix,
Thermo Scientific, Waltham, Etats-Unis) tandis que le deuxiéme contient le blanc. Les puits restants sont
remplis avec 12 pl de chaque échantillon. L'électrophorese est lancée a 100 Volts pendant 45 minutes pour
permettre la migration. Apres ce temps, le gel est retiré de la cuve et placé dans un transilluminateur UV
(Systéme de documentation sur gel Doc XR+, Bio-Rad, Hercules, Etats-Unis). Celui-ci peut alors étre
visualisé a l'aide du logiciel Quantity One (version 4.6.9 Basic).

Figure 22. A. Thermocycleur quantitafif én temps réel/qPCR Bio-Rad CFX96, B. Cycle PCR appliqué aux
échantillons, C. Cellule d’électrophorése remplie de TAE (1X) et bloc d’alimentation (Source : Trolin, 2024).

Sur les gels examinés, deux échantillons ont présenté des bandes interrompues, ce qui nécessite une découpe
du gel pour récupérer I'ADN amplifié. Les échantillons 26 et 35 ont donc été soigneusement découpés a l'aide
d'une lampe UV et d'une lame de scalpel (Figure 23). La partie marquée sur le gel est ensuite transférée dans
un tube Eppendorf de 1,5 ml, préalablement pesé. Le morceau de gel est ensuite pesé et chauffé au bain-marie
pour le rendre homogeéne et liquéfié.
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Figure 23. Image du gel contenant les échantillons 26 et 35 a couper aprés la migration et coupage du
morceau de gel contenant I’ADN amplifié (Source : Trolin, 2024).

3.2.3.  Purification de I’ADN des échantillons en vue d’un séquencage

Au cours de la PCR et de la migration sur gel, 6 échantillons (2, 7, 19, 21, 40, et 41) n'ont produit aucun
résultat et ont donc été abandonnés. Ainsi, sur les 42 échantillons initiaux, 36 ont pu étre amplifiés et préts
pour la purification. Cette étape est réalisée avec un kit NucleoSpin “Gel and PCR clean up” de chez
Macherey-Nagel (Annexe 8). La premiére étape consiste a ajuster les conditions de fixation de I’ADN en
mélangeant le contenu de 1’échantillon avec 2 fois ce volume en tampon NTI, soit 200 ul de NTI pour 100 pl
de PCR (Annexe 9). Le tout est transféré sur une colonne comprenant une membrane de silice et un tube
collecteur de 2 ml et centrifugé a 11000 g pendant 30 secondes. Ensuite, 700 ul de tampon NT3 sont ajoutés et
1’échantillon est centrifugé a 11 000 g pendant 30 secondes. Cette étape est répétée une seconde fois pour
garantir un nettoyage complet de la membrane. Entre les étapes, le tube collecteur est jeté et un nouveau est
placé. Pour enlever ce qui reste du tampon NT3, une rotation d’1 minute a 11000 g est effectuée. Le tube
collecteur est jeté et la colonne est placée dans un Eppendorf de 1,5 ml. Puis, 20 ul du tampon NE sont ajoutés
et les échantillons incubent durant 1 minute a température ambiante. La derniére étape consiste en une
centrifuge d’1 minute a 11000 g. La colonne est jetée et les Eppendorfs sont fermés et numérotés.

Ces 36 échantillons sont presque préts a étre envoyés a l'entreprise Eurofins Genomics, située a Cologne
(Gottfried-Hagen-Strasse, 20, 51105, Allemagne) afin d’étre séquencés par la méthode de séquencage Sanger
(Sanger Sequencing Steps & Method, Ao(t-15-2024). L’étape ultime consiste en une dilution des échantillons
trop concentrés (Annexe 10). En effet, Eurofins propose une procédure spécifique pour les échantillons pré-
mélangés ((Eurofins Genomics, Aolit-12-2024), avec des exigences précises telle qu’une une concentration
finale de 22 ng/ul. Les échantillons dont la concentration est inférieure, égale ou légérement supérieure a 22
ng/ul gardent leur concentration initiale (Annexe 11).

3.3.  Analyses statistiques

3.3.1. Traitement des échantillons séguencés

Le traitement des fichiers de séquencage a débuté par I'examen minutieux de chaque séquence (Annexe 12).
La séquence la plus longue, c’est-a-dire comportant le plus de paires de bases de haute qualité (zones vertes)
est sélectionnée. Parfois, quelques zones jaunes sont acceptées, mais une abondance de zones jaunes, rouges
ou noires indiquent une dégradation de la séquence et une fiabilité réduite du séquencage. Ces cas
compromettent les résultats ou n’en donnent aucun car pour étre analysée la séquence choisie doit comporter
au moins 300 - 350 paires de base (Annexe 13). Vingt-huit échantillons ont été sauvegardés pour constituer le
jeu de données final.

Les séquences brutes des 28 échantillons restants sont importées dans le logiciel Serial Cloner (SerialCloner2-
6_Install). Ce logiciel permet une analyse, une édition et une manipulation précises des séquences ADN
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(Annexe 14). Enfin, un consensus des sequences Forward et Reverse de chaque échantillon est créé. Ce fichier
texte (Notepad++ - npp.8.6.7.Installer.x64) est ensuite converti en format FASTA afin d’étre exporté vers
MEGA 11 (MEGA 11.0.13 win64_setup) pour des analyses plus approfondies.

3.3.2.  Mise en place d’arbres phylogénétiques

Pour obtenir des résultats fiables, des recherches supplémentaires ont été menées afin de comparer ces
séquences a celles déja répertoriées. Le génome des espéces de Borocera étant inconnu, il n'est pas possible de
confirmer directement ces séquences. Cependant, elles peuvent étre comparées avec des séquences proches,
telles que celles des papillons hétéroceres de la méme famille, les Lasiocampidae.

L'accent a été mis sur le géne mitochondrial COl, reconnu pour sa forte variation interspécifique, ce qui le
rend idéal pour différencier les espéces, tout en restant stable au sein d'une méme espéce (Akter et al., 2023 ;
Mohiudden Meem et al., 2023 ; Pachuau et al., 2012). Son amplification avec les amorces LCO et HCO,
permet de construire des arbres phylogénétiques et de comparer les séquences obtenues a des bases de
données. Les 28 séquences ont donc été analysées a l'aide de l'outil BLAST du site NCBI (National Center for
Biotechnology Information, intégré au NIH). Le BLAST compare les séquences pour assurer une
identification précise (Ghosh et al., 2019), trouver le géne COIl le plus proche pour chaque séquence de
Borocera et déterminer leur position relative (Annexe 15).

Afin de pouvoir se référer a des éléments connus et explorer les liens de parenté ou d'évolution entre les
différentes séquences générées, 3 especes de Lasiocampidae ont été ajoutées au jeu de données. Ces especes
ont été sélectionnées en fonction de leur diversité, de leur genre et de leur abondance : Dendrolimus pini
Linnaeus, 1758 (Bombyx du pin), Trichiura crataegi Linnaeus, 1758 (Bombyx de 1’aubépine) et Malacosoma
neustria Linnaeus, 1758 (Livrée des arbres). Ensuite, les 31 séquences ont été analysées a l'aide du logiciel
MEGA 11, utilisé pour construire des arbres phylogénétiques entre les spécimens étudiés (Ashfaq et al., 2011 ;
Keklik, 2023).

Une fois le fichier FASTA exporté (Figure 24A), les séquences doivent étre alignées a I'aide d'un alignement
multiple de séquences (MSA). Parmi les différentes options disponibles, c'est I'algorithme MUSCLE qui a été
choisi pour ce projet en raison de sa capacité a produire des alignements plus précis et plus rapides (Figure
24B) (Abu-Hashem et al., 2005 ; Edgar, 2004). Les séquences alignées affichent une astérisque au-dessus des
colonnes (Figure 24C); les colonnes sans astérisque révelent la diversité génétique entre les différentes
séquences.
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La prochaine étape est la reconstruction phylogénétique. Le logiciel génére un jeu de données a partir des
séquences alignées, qui peut ensuite étre utilisé pour créer un arbre phylogénétique. La méthode de
reconstruction choisie est une méthode inhérente aux relations évolutives entre différentes especes ou
séquences génétiques : le Neighbor-Joining (Ashfaq et al., 2011). L'utilisation de la méthode de Bootstrap
(Annexe 16) permet d'évaluer la robustesse et la fiabilité (Keklik, 2023) des branches de I'arbre (100
réplications, 7 threads). Les branches des arbres sont accompagnées de valeurs de soutien (pourcentage) qui
indiquent combien de fois une branche apparait dans ces arbres.

3.3.3. Lien entre la distance géographique et 1’espece de Borocera

En plus de l'analyse phylogénétique, il est pertinent d'explorer la possible corrélation entre la distance
géographique des sites et les trois espéces de Borocera. Pour ce faire, le test de Mantel a été sélectionné afin
d'examiner cette relation (Randrianandrasana, 2014). Ce test, en écologie et génétique, compare les matrices
de distances génétiques et géographiques pour déterminer si les populations génétiquement similaires sont
spatialement rapprochées, révelant ainsi lI'influence de la distance sur la répartition des espéces. L’hypothése
nulle (HO) postule que les deux matrices de distance sont indépendantes I'une de l'autre. Le logiciel RStudio
(version 4.3.1) a été utilisé pour créer un script intégrant le test de Mantel. Pour chacune des trois espéces, un
fichier FASTA avec les séquences génétiques alignées et un fichier CSV avec les coordonnées géographiques
(latitude et longitude) des sites ont été créés. Ces fichiers ont permis de calculer les distances genétiques et
géographiques.

4. MISE EN PLACE D’UN EL EVAGE DE BOROCERA

4.1. Contexte de la mise en place de I’élevage

Cet essai a été intégré comme une expérience personnelle afin de mieux comprendre les aspects pratiques de
I'¢levage et d’amener des précisions/modifications a ce qui était déja connu. Cette initiative n'a pas permis
d'obtenir des adultes en raison de la durée de 1’expérience mais elle a fourni des informations précieuses sur le
développement des larves et leur comportement, enrichissant ainsi I'étude avec des données pratiques. Une
recherche ultérieure et locale (Razafimanantsoa et al., 2013) a été réalisée pour approfondir les connaissances
sur les exigences alimentaires et les besoins spécifiques des espéces élevées.

L'élevage a été réalisé a partir des spécimens récoltés lors des missions 1 et 2 (sites 1 a 8) et s'est déroulé du 9
mars au 21 mai 2024. En raison de contraintes de temps, les spécimens de la troisiéme mission (24 au 29 mai
2024) n'ont pas été mis en élevage mais ils ont été comptabilisés dans les récapitulatifs. Les larves étaient
observées, recensées et nourries tous les 2 & 3 jours, voire tous les 4 jours si les conditions ne permettaient pas
une intervention plus fréquente (Annexe 17). Les larves restantes a la fin de I’expérience ont été transférées a
I'insectarium fin mai, en raison du manque de temps pour les observer et les entretenir, car étant sur le terrain
et dans les analyses de la biodiversité, il n'était plus possible de continuer leur suivi.

4.2.  Conditions d’élevage et matériel

L’¢levage a été placé sur une paillasse de laboratoire au sein du laboratoire d'entomologie (Figure 25A). Ce
laboratoire bénéficiait de fenétres laissant passer une abondante lumiére naturelle. 1l était bien aéré, maintenait
une température ambiante constante de +/- 20°C et une humidité ambiante, ne présentant aucune anomalie
(Razafimanantsoa, 2023). Les boites d'élevage étaient ventilées grace a une grille présente sur les boites
d’élevage pour éviter I'accumulation d'humidité excessive et prévenir la formation de moisissures.
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Figure 25. A. Installation de [’élevage dans le laboratoire d’entomologie, B. Visualisation de la boite d’élevage et de sa
grille en fil de fer, C. Systeme de pot, rempli d’eau, scotché dans les boites, D. Ouate rebouchant les pots pour éviter la
noyade des larves (Source : Trolin, 2024).

Le matériel nécessaire comprend des boites d’élevage en plastique munies d’un couvercle et d’une grille en fil
de fer (Figure 25B) permettant & 1’air de circuler. A partir du 22 mars, un systéme de pots d'eau a été mis en
place (Figure 25C) pour maintenir les branches de goyavier fraiches et vertes plus longtemps
(Razafimanantsoa et al., 2013). Les pots étaient bouchés avec de l'ouate afin d'éviter que les chenilles ne
tombent dans l'eau et se noient (Figure 25D). Chaque boite était marquée au marqueur indélébile pour
indiquer le nombre de chenilles, leur stade de développement et le site d'origine.

Pour garantir le bien-étre des chenilles et optimiser la disponibilité de la nourriture, les boites d'élevage
contenaient entre 1 et 5 chenilles, réparties en fonction de leur taille, stade de développement, et site d'origine.
Les boites étaient soigneusement nettoyees tous les 3 a 4 jours. Les larves étaient temporairement transférées
dans une boite propre pendant que les feuilles mortes, I'ouate usagée, et I'eau du pot étaient remplacées. Les
excréments étaient également éliminés (Figure 26A). Apres avoir essuyé la boite pour éliminer toute
humidité, de nouvelles feuilles étaient placées dans le pot, lequel était rebouché avec de la nouvelle ouate. Les
chenilles étaient alors réintroduites dans leur boite fraichement nettoyée.
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Figure 26. A. Déchets enlevés des boites d’élevage, B. Cocons s étant formés dans la boite d’élevage, C. Morceaux de
frigolite contenant les cocons épinglés et étiquetés, D. Incubateur de l'insectarium “Za Bibikely”, E. Valeurs du
thermometre et de I’hygrométre de I’incubateur (Source : Trolin, 2024).

Lorsque les larves se transforment en cocons (Figure 26B), ces derniers sont enlevés de la boite et fixés sur
des morceaux de frigolite a l'aide d'épingles entomologiques, étiquetés, puis placés dans des boites (Figure
26C). Les épingles sont placees sur les cotés longitudinaux du cocon car le Borocera a tendance a sortir de son
cocon par I'une de ses extrémités. Pour accélérer leur développement, les cocons ont été placés dans un
incubateur, ou la température et I'numidité étaient rigoureusement contrélées a l'aide d'un thermometre et d'un
hygrometre (Figure 26D).
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4.3. Alimentation des larves

Il est crucial de fournir aux larves des feuilles fraiches, non traitées et renouvelées réguliérement pour assurer
une alimentation optimale. Les feuilles sont remplacées tous les 3 a 4 jours pour éviter leur dégradation et
éviter la contamination. Apres chaque mission, les larves étaient nourries avec du Tapia cueilli sur le terrain
pendant 2 & 3 jours. Faute de Tapia & Antananarivo, la nourriture a été substituée par du goyavier (Psidium
guayava L.), également apprécié par les vers a soie et disponible au sein de 1’Université (Figure 27B).
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Figure 27. A. Feuilles de Tapia (Uapaca Bojeri Baill.), B. Feuilles de goyavier (Psidium guayava
L.), C. Vers a soie mangeant une feuille de Tapia en avant-plan et une feuille de goyavier en
arriére-plan (Source : Trolin, 2024).

4.4.  Surveillance et gestion des pertes

Le suivi des stades de développement a été effectué toutes les deux semaines pour assurer une observation
continue et marquer les changements des larves pendant I'expérience (Annexe 18). Ce suivi a été complété par
un suivi des pertes et de leurs causes pour évaluer les conditions de I'élevage et optimiser les soins apportés
aux larves (Tableau 5). Les larves étaient observées régulierement pour détecter tout signe de maladie, de
détérioration ou de mort. Les chenilles retrouvées mortes étaient examinées, recensées, puis conservees dans
des piluliers hermétiques remplis d’éthanol a 90%. Ces piluliers étaient placés dans un endroit sombre a
température ambiante. Chaque pot était étiqueté et marqué a 1’indélébile avec des informations telles que la
date de déces, le site, le stade et I’espece.
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Résultats

1. BIODIVERSITE ENTOMOLOGIQUE DES FORETS DE TAPIA

Cette section présente les résultats obtenus dans le cadre de 1’é¢tude de la biodiversité entomologique et des
liens d’abondance au sein des foréts de Tapia a Madagascar. Au total, 2.190 arthropodes ont été prélevés
(Tableau 1). Comme figuré ci-dessus, 1’ordre des Araneae recense le plus d'individus échantillonnés (rond
rouge) par rapport aux Odonates qui en comptent le moins (rond vert).

Tableau 1. Répartition du nombre d’arthropodes sur les cing sites étudiés ainsi que sur les 2 lieux de mission.

ORDRES/SITES Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 Site 5 TOTAL GENERAL | Ambatofinandrahana Arivonimamo
Acari 0 3 4 2 0 9 7 2
Araneae 30 33 260 219 180 722> 323 399
Blattodea 2 8 11 4 5 30 21 9
Coleoptera 41 7 32 16 23 119 80 39
Collembola 1 1 4 0 1 7 6 1
Diptera 1 1 5 0 1 8 7 1
Hemiptera 2 10 7 12 18 49 19 30
Hymenoptera (515 41 194 129 280 710 301 409
Lepidoptera 16 9 43 71 52 191 68 123
Mantodea 4 3 7 9 30 53 14 39
Odonata 0 0 0 1 0 1 0 1
Orthoptera 3 5 5 8 1 22 13
Phasmoptera 0 0 2 1 0 3 2 1
Psocoptera 12 53 39 42 114 260 104 156
Thysanoptera 0 0 6 0 0 6 6 0
TOTAL GENERAL 178 174 619 514 705 2190 971 1219

Les sites 1, 2 et 3 correspondent a la mission d'Ambatofinandrahana, et malgré un site supplémentaire, ils
contiennent moins d'insectes que Arivonimamo. En revanche, a I'exception des Lépidopteres, dont le nombre
est deux fois plus élevé a Arivonimamo, le nombre d'individus recensés dans chaque ordre est similaire entre
les deux missions. Les Lépidopteres sont représentés a 98% par des chenilles (187 individus) pour 2% de
papillons capturés (4 individus).

Les Hyménopteéres et les Aranéides dominent nettement (Figure 28), représentant chacun 33% de la diversité
échantillonnée. Une deuxiéme tranche de pourcentage se dessine avec les psocoptéres (260 - 12%),
Lépidopteres (191 - 9%) et coléoptéres (119 - 12%). En revanche, les Acariens, ainsi que les ordres des
Mantes, Collemboles, Odonates, Orthoptéres, Thysanoptéres, Diptéres et Hémiptéres ne représentent chacun
que 0 & 3% de la diversité globale, avec un nombre d'individus variant entre 0 et 50 (Tableau 1).
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Figure 28. Profil de la diversité globale des arthropodes dans les différents sites de la forét de Tapia.

Le site 5 abrite le plus grand nombre d'individus (Figure 29), avec une prédominance des Hyménoptéres,
suivis des Aranéides et des Psocoptéres. Les sites 1 et 2 comptent le moins d'individus, tandis que le site 3 est
le seul a enregistrer la présence de Thysanoptéres et a compter le plus d’ Araneae. D’ailleurs, ce site présente la
plus grande diversité d’ordre.
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Figure 29. Comparaison de [’abondance des espéces d’arthropodes par site échantillonng, en forét de Tapia.
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2. CREATION D’UNE PHYLOGENIE DES POPULATIONS DE BOROCERA

2.1.  Analyses génétiques

Au cours des PCR et des analyses sur gel, 64% des échantillons ont été amplifiés du premier coup et ont
marqué correctement sur le gel d’agarose (Figure 30).

Figure 30. Migration sur gel d’agarose réussie des échantillons 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 et d'un
blanco. Les croix rouges signifient que rien n’était présent dans le puits.

Les 36% restants ont nécessité une ré-amplification ou des ajustements pour conserver le maximum
d'échantillons pour l'analyse génétique (Annexe 7). Malgré ces efforts, 6 échantillons (2, 7, 19, 21, 40 et 41),
représentant 14%, n‘ont montré aucune bande sur les gels, et aucun résultat n'a pu étre obtenu (Figure 31).
L'analyse phylogénétique se concentre désormais sur 36 échantillons.

Figure 31. Migration sur gel d'agarose montrant les échantillons 2, 7, 19, 21, 40 et 41
qui ont échoué malgré plusieurs tentatives. Les croix rouges indiquent I'absence
d’échantillons dans les puits.

2.2.  Analyses statistiques

2.2.1. Phylogénie des Borocera

La technique du barcoding BLAST servant a identifier le géne COI de Lasiocampidae le plus proche pour
chaque séquence de Borocera, révele un fait intéressant : de maniére similaire, chaque espéce de Borocera a
une espece de référence qui apparait systématiquement (Annexe 20). Pour B. cajani, 61,1% des individus
(11/18 individus) tombent sur Pernattia pusilla Donovan, 1805 (Teigne du chéne). Le Gastropacha
quercifolia Linnaeus, 1758 (Feuille-morte du chéne) est relié a 60% (3/5 individus) de B. marginepunctata
tandis que le B. madagascariensis comporte 3 individus sur 5 (60%) liés au Dendrolimus tabulaeformis Tsai &
Liu, 1962 (Chenille du pin chinois). Ces 3 espéces sont des papillons appartenant a la famille des
Lasiocampidae (Tableau 2).
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Tableau 2. Résultats du BLAST des 28 échantillons destinés a la création de [’arbre phylogénétique des Borocera : dix
génes COIl ont été identifiés comme étant liés aux génes COIl des trois especes de Borocera.

SITE N°ECH ESPECE STADE CORRESPONDANCE Dendrolimus tabulaeformis isolate
AMBATOMENALD Pernattia pusilla voucher AZ-07-3112 AMORON'IRIHITRA| 27 d: arier] larve | S5110803.062 cytochrome oxidase subunit
HA 1 1 B._cajani larve | cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, 1{COI) gene, partial cds; mitochondrial _|
- partial cds; mitochondrial Pernattia pusilla voucher AZ-07-3112
Oenochroma sp. ANIC2 voucher 10ANIC- | [AMORON'IRIHITRA| 28 B._cajani larve | cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene,
AMBATOMENALO partial cds; mitochondrial
3 B._cajani larve | 11150 cytochrome oxidase subunit 1 {COI)
HA1 gene, partial eds; mitochondrial Cassephira pletkmiargovotictisp1 1ANICE
Enyo sp. caviferDHID cytochrome oxidase AMORON'IRIHITRA| 29 arier] cocon | 02702 cytochrome oxidase subunit 1 (COI)
AMBATOMENALO 5 B._cajani cocon subunit 1 (COI) gene, partial cds; ilodssieil
HA_2 = ! ‘ Dendrolimus tabulaeformis isolate
o i) ANTANETY 30 |madagascaried cocon |$5110803.062 cytochrome oxidase subunit
Oenochroma sp. ANIC2 voucher 10ANIC- 1(COl) gene al cds: mitochondrial
ANDRAHALANA 8 B._cajani larve | 11150 cytochrome oxidase subunit 1 {COI) Pernattia pusilla voucher AZ-07-3112
gene, partial cds; mitochondrial ANTANETY 3 B._cajani cocon | cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene,
Cyana sp. BOLD:ABZ7356 voucher MNVD- partial cds; mitochondrial
ANDRAHALANA 10 B._cajani larve 00213-F04 cytochrome oxidase subunit 1 ISALO Gastropacha populifolia angustipennis
(COI) gene, partial cds; mitochondrial - voucher AYK-04-0980-04 cytochrome
Pernattia pusilla voucher AZ-07-3112 |- PISCINE_NATUREL| 32 [marginepuncty larve oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds;
ANDRAHALANA 11 B._cajani larve cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, LE mitochondrial
partial cds; mitochondrial ISALO - Gastropacha populifolia angustipennis
ANJOMAN'ANKON Pernattia pusilla voucher A7-07-3112 _HSCIN[_N;\TUREL 330 | marsineptnetd I cocon voucher AYK-04-0980-04 cytochrome
A 13 B._cajani cocon | eytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene, LE oxidase subunit 1 (COl) gene, partial cds;
partial eds; mitochondrial mitochondrial
Pernattia pusilla voucher AZ-07-3112 1SALO - Gastropacha populifolia angustipennis
AMBOHIMANJAKA| 16 B._cajani cocon | eytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, | | piscine NATUREL| 38 | marginepunct] cocon voucher AYK-04-0980-04 cytochrome
partial cds; mitochondrial ™ I.-E oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds;
Gymnasura saginaea voucher 10ANIC- mitochondrial
AMBY 17 B._cajani larve | 00718 cytachrome oxidase subunit 1 {COI) 1SALO_- Pernattia pusilla voucher AZ-07-3112
gene, partial cds; mitochondrial |_PISCINE_NATUREL| 35 B._cajani cocon | cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene,
Cyana sp. BOLD:ABZ7356 voucher MNVD- Mfo - — m.‘:o::m%—
AMBY = C2caian larve 00&3']?:n:’2’::::'”::5":"’:;:;"“'2:';'} L] |Lpiscine_nature] 36 | B cajani | cocon | Az07-2034 cytochrome oxidase subunit 1
Dendralimus tabulaeformis isolate £ €Ol gene; partial cds; mitochondrial
: ! . ISALO._- Dendrolimus tabulaeformis isolate
AMBY 20 [madagascarier] larve |S55110803.062 cytochrome oxidase subunit | piscINE_NATUREL] 37 | marginepunct] cocon |$5110803.062 eyt cddase subunit
1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial LE 1(COI) gene, partial cds; mitochondrial
Pernattia pusilla voucher A7-07-3112 1SALO_- Sena nr. prompta BOLD:AAL7039 voucher
AMORON'IRIHITRA| 23 B._cajani larve | cytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene, | | pisciNE_NATUREL] 38 | marginepunct] cocon | AZ-07-2034 cytochrome oxidase subunit 1
partial eds; mitoechondrial LE (COI] gene EE““' cds: mitochondrial
Pernattia pusilla voucher AZ-07-3112 ISALO_- Pernattia pusilla voucher AZ-07-3112
AMORON'IRIHITRA| 25 B._cajani larve cytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene, | | PISCINE_NATUREL| 39 B._cajani cocon | cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene,
partial cds; mitechondrial LE al cds: mitochondrial
Obeidia lucifera extranigricans voucher ISALO_- Pernattia pusilla voucher AZ-07-3112
AMORON'IRIHITRA| 26 |madagascarier] larve AYK-D4-0850-3 eytochrome oxidase _SITE_GEOLOGIQU| 42 B._cajani cocon | cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene,
subunit 1 (COI) gene, partial eds; E partial cds; mitochondrial

La figure 32 permet de réaliser que 10 séquences COI ont pu étre répertoriés comme liées aux séquences des
Borocera. Mis a part les 3 représentants revenant le plus souvent, 3 autres espéces reviennent 2 fois :
Oenochroma sp., Cyana sp., Sena sp. Ce résultat est plus surprenant car ces 3 genres, qui ne correspondent pas
a une espéce précise, appartiennent a des familles bien distinctes : Geometridae, Erebidae et Noctuidae
respectivement. Cependant, les 2 premiers genres se concentrent principalement sur l'espéce B. cajani alors
gue le genre Sena est associé a deux especes différentes. Les échantillons 37 et 38 méritent une attention
particuliére, car ils montrent des représentants appartenant a d'autres especes, contrairement aux résultats des
autres échantillons. En ce qui concerne I’analyse des différents sites, seul le site 6 (Amoron’irihitra) avec les
B. cajani montre une stabilité dans le nom de son référentiel. Tous les autres sites présentent des variations
(Tableau 2).

Les branches de I’arbre sont accompagnées de valeurs de soutien (pourcentage) qui indiquent combien de fois
une branche apparait dans les arbres bootstrap. L'arbre montre des pourcentages de bootstrap élevés, avec 7
valeurs supérieures & 80%, indiquant une forte confiance dans les relations évolutives représentées (Figure
32). Pour une analyse approfondie de l'arbre, il est essentiel de consulter les résultats et les couleurs présentés
dans le tableau 2.
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Figure 32. Arbre phylogénétique des 31 échantillons basé sur la méthode Neighbor-Joining, avec un test Bootstrap (100
réplications, 7 threads) et un alignement MUSCLE.

(P. Chatard, Aott-11-2024)

Au sommet de l'arbre (START), les 3 espéces ajoutées sont regroupées, Trichiura crataegi et Malacosoma
neustria formant un groupe distinct. Puis, cette branche se scinde en 2 pour montrer 1’apparition d’un premier
clade (groupe ) composé des B. madagascariensis. Les échantillons 20, 27, 30, et 37 partagent tous le
géne COI de Dendrolimus tabulaeformis comme référence. Leur regroupement est donc cohérent, bien que
I'échantillon 37 corresponde a un Borocera marginepunctata. En revanche, I'échantillon 29, identifié comme
un Borocera madagascariensis, est associé avec une espéce de la famille des Geometridae.De l'autre c6té de la
branche, I'arbre se divise en deux clades distincts. Le premier clade (groupe ) regroupe principalement
des B. marginepunctata et se distingue par une longueur de branche plus importante, suggérant une relation
évolutive plus éloignée. 1l est logique que les échantillons 32, 33 et 34 soient regroupés car ils proviennent du
méme site et présentent le méme gene de comparaison, le Gastropacha quercifolia. Le B. marginepunctata 38
et le B. cajani 36 se retrouvent dans ce clade car ils ont le méme géne de référence 38. L’échantillon 5, en
revanche, demeure un cas particulier car il est relié a un représentant de la famille des Sphingidae, ce qui
ajoute une dimension supplémentaire au mystere de son placement dans l'arbre.

La seconde branche (groupe vert) contient principalement des B. cajani et se subdivise en plusieurs sous-
groupes, formant ainsi un clade dense et presque homogeéne. Cependant, I'échantillon B. madagascariensis 26
semble étre un cas atypique, dont I'absence d'une position claire reste inexpliquée. En revanche, les
échantillons 35, 39, et 42 se montrent étroitement liés, partageant le méme géne COI référentiel et provenant
de milieux relativement similaires, renforcant leur proximité au sein du clade. Malgré leurs génes de référence
différents, les échantillons d'Amby (17 et 18) sont regroupés, ce qui peut s'expliquer par leur origine commune
sur le méme site.
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2.2.2. Test de Mantel : lien entre la distance géographique et la distance génétique des Borocera

Pour Borocera cajani, la corrélation observée de +0,1989273 est significativement positive, surpassant les
valeurs obtenues par permutation (p-valeur = 0.041), ce qui signifie que les populations génétiquement
similaires sont généralement situées géographiquement plus proches les unes des autres (Annexe 21). Par
contre, pour Borocera madagascariensis, le test révele une corrélation non-significative (corr = -0.201 ; p-
valeur = 0.552). Cela signifie qu’il n’y a aucune influence de la distance géographique sur la structure
génétique des Borocera madagascariensis (Annexe 22). Enfin, le test de Mantel n’est pas applicable a
I’espece Borocera marginepunctata car les 5 individus proviennent du méme site. Les distances
géographiques sont donc nulles et le test ne peut fonctionner (Annexe 23).

FINALITES DE L’ELEVAGE DE BOROCERA

Tout au long de I’expérience, les cocons de Borocera cajani ont été mesurés et pesés (Annexe 19). Grace a
I'utilisation du logiciel RStudio, les moyennes et écarts-types des longueurs, largeurs et poids ont été calculés.
Bien que le suivi différencié des males et des femelles n'ait pas été possible, les données recueillies peuvent étre
comparées avec la littérature existante. Concernant le poids (Figure 33), le site 6 affiche le poids moyen le plus
élevé et c'est le seul a atteindre la valeur minimale attendue pour les cocons femelles (300 - 400 mg). A
I'exception du site 8, qui ne compte qu'un seul cocon, tous les autres sites correspondent aux valeurs de la
bibliographie pour les méles (90 - 200 mg). En ce qui concerne la longueur (Figure 34), aucune des moyennes
n'atteint la taille bibliographique des cocons femelles (5 cm). (Figure 35) Le site 4 présente les longueurs et
largeurs de cocons les plus petites, mais il est a noter que ce site ne comprend que deux échantillons.

Moyenne du Poids des Sites avec Ecart-Type

400 -

Poids Moyen (mg)
—
‘

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 Site 5 Site & Site 7 Site 8
Site

Figure 33. Comparaison des mesures bibliographiques de poids aux cocons
récoltés sur les sites 1 a 8.
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Moyenne de la Longueur des Sites avec Ecart-Type

——

Longueur Moyenne (cm)

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 Site 5 Site 6 Site 7 Site 8
Site

Figure 34. Comparaison des mesures bibliographiques de longueur aux cocons
récoltés sur les sites 1 & 8.

Moyenne de la Largeur des Sites avec Ecart-Type

e
|
]
—
H
]
i

Largeur Moyenne (cm)

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 Site 5 Site 6 Site 7 Site 8
Site

Figure 35. Comparaison des mesures bibliographiques de largeur aux cocons
récoltés sur les sites 1 a 8.

A la fin de I’expérience, un récapitulatif des spécimens récoltés au cours des 3 missions a été réalisé (Tableau
3). En tout, 67 larves et 39 cocons de 3 especes différentes ont été collectés. Parmi les larves, 33 se sont
transformées en nymphe, tandis que 28 sont mortes pour diverses raisons. En ce qui concerne les cocons, un
méile a émergé dans I’incubateur mais s’est échappé par une interstice. Une femelle provenant du site 7 et
prélevée au stade cocon a émergé en avril. Le cycle complet des cocons n'a pas pu étre observé en raison de la
durée limitée du séjour. Soixante échantillons ont été ramenés en Belgique afin d’étre analysés génétiquement
(Tableau 4).
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Tableau 3. Répartition et évolution des spécimens de Borocera en élevage.

TERRAIN AMBATOFINANDRAHANA Début élevage Fin élevage
LARVES B. cajani 36 0
CHRYSALIDES B. cajani 2 25
PERTES 0 13

TERRAIN ARIVONIMAMO Début élevage Fin élevage
LARVES B. cajani 17 6
LARVES B. madagascariensis 10 0
CHRYSALIDES B. madagascariensis 0 6
CHRYSALIDES B. cajani 15 17
PERTES 0 13

TERRAIN ISALO PN Début élevage Fin élevage
LARVES B. cajani 1 0
LARVES B. marginepunctata 3 0
CHRYSALIDES B. cajani 28 28
CHRYSALIDES B. marginepunctata 2 4
PERTES 0 2

TOTAL TERRAIN

TOTAL LARVES BC RECOLTEES 54
TOTAL LARVES BM RECOLTEES 10
TOTAL LARVES BMP RECOLTEES 3
TOTAL CHRYSALIDES BC RECOLTEES 37
TOTAL CHRYSALIDES BM RECOLTEES 0
TOTAL CHRYSALIDES BMP RECOLTES 2
TOTAL LARVES --> CHRYSALIDES 33
TOTAL CHRYSALIDES --> ADULTES 1
TOTAL PERTES 28
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Tableau 4. Récapitulatif des spécimens ramenés en Belgique afin d’étre analysés.

RECAPITULATIF DES SPECIMENS

Total des échantillons ramenés en Belgique 60
Echantillons a traiter : 42
> Total adultes B. cajani 1
> Total larves B. cajani 21
> Total larves B. madagascariensis 3
> Total larves B. marginepunctata 1
> Total cocons B. cajani 10
> Total cocons B. madagascariensis 2
> Total cocons B. marginepunctata 4
Echantillons de secours : 18

Durant 1’élevage, plusieurs types de pertes de spécimens ont été observés (Tableau 5). Parmi les chenilles
mortes, trois (2 B. cajani et 1 B. madagascariensis) ont été identifiées comme parasitées, ce qui a
probablement contribué a leur décés prématuré. Sur les 28 larves mortes, 18 ont été trouvées totalement molles
et flasques (Figure 36E), indiquant une possible défaillance dans leur développement ou des conditions
environnementales inadéquates. Certaines étaient accrochées par leur fausse patte arriere a une feuille et
pendaient dans le vide. Enfin, certaines larves se sont durcies de maniére anormale (Figure 36B), ce qui
suggere des problemes de déshydratation ou des altérations dans le processus de métamorphose. Ces
observations mettent en lumiere les défis rencontrés dans le maintien des conditions optimales pour 1’¢élevage
des Borocera.

T | I < |
» i

AV - bt — fid i
igure 36. A. Vers a soie parasité, B. Larve dure et pli¢e au niveau de [’abdomen, C. Larve du site 1, du 9 avril 2024, D.
Larve du 21 avril du site 6, E. Larve molle et pliée a [’abdomen, F. Larves dures (Source : Trolin, 2024).
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Tableau 5. Répartition des pertes d’échantillons et leurs causes selon les sites et les dates.

Dates / Sites Site 1 Site 2 Site 3 SI;E Site 5 Site 6 Site 7
1 : parasitée
sur tout son
13 mars corps (larves
sont sorties
d’elles)
1 : molle, 1 : molle,
accrochée a accrochée a
18 mars 2 :molles | une feullle par | une fewlle par
les fausses les fausses
pattes amere | pattes amére
20 mars 1 : molle
22 mars 2 :molles
| avril 1: duge: sur le
0z
1 :molle,
zur le dos
avec du
3 avnl liquide
brun et
collant sur
lameére
1: dure, 1:molle, odewr
torzadée, de poisson,
0 awril trace noire-brune
blanche de foncée*,
moisissure parasitée
1 : molle et plige
19 avril surla partie
inféneure de
l'abdomen
1: molle et
plige surla
20 avnl partie 1 : molle
inférieure de
Tabdomen
1 : moitié du
corps bnum-noir, | 1:molle et
- molle et aspect noire,
S huileux renfrognée et
1 : molle, vide et séchée
plige,
. 1: dure, non pliée,
20 ayrl draite
3 mai 1 : Bm, parasitée
6 mai 2 - molles
% mai 1 :maolle
17 mai 1 - maolle mtlzlie]:g;llli:ée
21 mai 1 : dure_droite

L'astérisque du tableau 5 indique que la larve morte a été conservée dans de l'alcool, révélant des centaines de
petites larves émergeant de son corps. Bien que des mouches ressemblant a des simulies aient été observées

dans la botte d'élevage, les autres larves présentes n'ont rencontré aucun probléme pour se métamorphoser.
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Discussion

1. ANALYSE DE LA BIODIVERSITE ABONDANCE ENTOMOLOGIQUE DES FORETS
DE TAPIA

La biodiversité entomologique des foréts de Tapia a été explorée au cours de trois missions distinctes, offrant
une vue d'ensemble précieuse mais confrontée a divers défis. Lors de la premiére mission, la standardisation
des méthodes n'était pas optimale, ce qui a pu conduire a des variations dans les données collectées entre cette
mission et les suivantes. En effet, le protocole ayant été créé pour ce projet, il a fallu un certain temps pour
s'ajuster, déterminer le nombre de personnes nécessaires et évaluer le temps requis pour chaque tache. Des
améliorations techniques ont été mises en place au fil des missions, ce qui a permis d’affiner les méthodes et
d'obtenir des résultats plus précis. La grande différence dans le nombre d'individus prélevés sur les sites 1 et 2
(2 premiers jours de mise en place du protocole) et le reste des sites, peut probablement étre expliquée par ces
ajustements progressifs.

Le fait que la premiere mission ait été réalisée en mars et la deuxiéme en avril a également pu influencer la
biodiversité observée. Les variations saisonnieres ont pu entrainer des différences dans la biodiversité
observée et influencer les résultats de chaque mission. La météo instantanée a également joué un réle dans les
résultats de I'étude. Le site 1 a été échantillonné sous la pluie, ce qui a probablement contribué a un faible
nombre d'échantillons récoltés. En revanche, les autres sites ont bénéficié de conditions ensoleillées, bien que
certains aient été confrontés a des périodes de vent intense. Ces conditions météorologiques ont compliqué
I'utilisation de la technique du parapluie japonais, car le vent emportait les feuilles et dispersait les insectes
frappés par le baton. Cerretti et al. (2004) mettent en évidence I'importance de prendre en compte les facteurs
spatio-temporels dans les études de biodiversité. Les missions n'étant pas réalisées simultanément, le cycle de
développement des insectes a continué en dehors des périodes de collecte, modifiant la diversité et I'abondance
des espéces observées a différents moments. Les conditions environnementales varient entre deux périodes, ce
qui peut avoir affecté le cycle de vie des insectes et leur présence sur le terrain. En mars, les températures et
I'numidité different significativement de celles d'avril, ce qui impacte les habitudes de nidification, la
disponibilité des ressources alimentaires et I’activité des prédateurs. Par ailleurs, la mise en place d'études
longitudinales, couvrant plusieurs saisons et années, permettrait d'examiner plus en détail I'impact des
variations saisonniéres et environnementales sur la biodiversité des foréts de Tapia.

Les différents sites d'échantillonnage offrent des environnements variés, ce qui peut influencer la composition
des échantillons et les résultats de I'étude. Par exemple, le site 2 est situé dans une forét de Tapia brilée avec
de nombreuses clairieres et espaces dégagés. Cette altération du couvert végétal a réduit la densité de Tapia
(Annexe 1). En revanche, les sites 6 et 7, caractérisés par une végétation luxuriante et des pentes importantes,
ont présenté des conditions plus difficiles d'acces, ce qui a pu influencer la méthode d'échantillonnage. Malgré
cela, ces sites ont offert un habitat riche et diversifié, ce qui se refléte dans le nombre élevé de spécimens
prélevés. De plus, la présence de cultures agricoles a proximité de certains sites, comme le site 6, a introduit
des variables supplémentaires, telles que des traitements chimiques et des perturbations humaines, affectant
ainsi la biodiversité locale. Cette année, les cultures étaient des haricots verts traités chimiquement, ce qui a pu
influencer la composition des échantillons et la diversité des especes observées.

En discutant avec les locaux, un autre fait a ét¢ mis en valeur : la présence de I’humain au sein de ces foréts et
la collecte abusive de ce qu’elle offre. Cette présence exerce une pression croissante sur cet écosystéme
fragile. Les foréts de Tapia sont menacées par I'exploitation abusive des ressources telles que les feuilles, les
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fruits et les branches ou encore les vers a soie. Cette collecte excessive et cette présence humaine perturbent
non seulement les cycles de régénération des plantes, mais aussi I'équilibre des espéces qui y vivent
(Verheggen et al., 2013). Une Malgache m’a confi¢ : « Cela fait maintenant cinq ans que je n’ai plus vu tel
papillon ou tel insecte voler ici, alors qu’auparavant, il y en avait en abondance ». Par contre, de plus en plus
d’oiseaux, comme le Martin Triste, ont été observés (Diez et al., 2013). Enfin, un seul site, caractérisé par un
profil de savane, abrite des thysanoptéres, ce qui reflete leur préférence pour des environnements ouverts,
chauds et herbacés.

Parmi les divers insectes recensés sur les sites, plusieurs se distinguent comme prédateurs importants des
Borocera. Les araignées (722 individus recensés), surtout celles qui tissent des toiles, représentent une menace
significative pour les Borocera adultes, capturant ces derniers (Razafimanantsoa, 2023). En paralléle, des
espéces de parasitoides, souvent de la famille des Hyménopteres (710 individus recensés), jouent un role
crucial dans la régulation des populations de landibe (Diez et al., 2013 ; Razafimanantsoa et al., 2013). Selon
les résultats, 191 Iépidoptéres ont été capturés dont 187 chenilles. Sur le site 6, une grande proportion de ces
chenilles sont des “Fangasika”, entrant en compétition alimentaire avec les vers a soie pour les ressources du
Tapia. Cette dynamique souligne I'équilibre complexe et délicat entre ces différentes espéces dans
I'écosystéme, illustrant la maniere dont les interactions entre prédateurs et ressources influencent la stabilité et
la diversité de I'habitat ou évoluent ces papillons.

L'inventaire de la biodiversité aurait pu étre optimisé en mettant en ceuvre d'autres méthodes de piégeage ou en
utilisant des techniques plus spécifiques, comme I'utilisation de piéges Malaise ou de cuvettes jaunes pour les
Hyménoptéres, telle que décrite dans I'étude de Razafimanantsoa et al. (2013) ou encore celle de Broers
(2022). Une identification plus approfondie (famille, genre, espéce) de certains ordres aurait permis de
recueillir davantage d'informations sur les interactions, les compétitions, ainsi que les effets positifs ou
négatifs entre les insectes (Razafimanantsoa, 2023).

2. PHYLOGENIE DES POPULATIONS DE BOROCERA

2.1. Analyses génétiques

Le décalage des missions a eu un impact notable sur les cycles de développement des larves et, par
conséquent, sur la collecte des échantillons. En effet, la troisieme mission, reportée en raison d'un retard dans
I'obtention des permis, a coincidé avec une phase ou les larves étaient principalement devenues des cocons.
Cette transition a rendu la collecte plus difficile car les cocons sont généralement plus difficiles a détecter que
les larves actives. En conséquence, le nombre d'individus échantillonnés a été plus réduit pour les sites 9 et 10,
limitant ainsi la diversité et la quantité de données recueillies. Ce décalage a donc non seulement affecté la
représentativité des échantillons mais aussi la qualité des analyses ultérieures, soulignant I'importance de
respecter des périodes de collecte homogeénes.

Parmi les 42 échantillons analysés, seuls 28 (66,6 %) sont restés génétiquement intacts, tandis que 33,3 % ont
été dégradés et sont devenus inutilisables. Cette dégradation souligne I'importance d'améliorer les protocoles
de manipulation et de conservation des échantillons. Les conditions de transport, telles que la température,
I'humidité, la durée du trajet ou encore le pourcentage d’alcool utilis€¢ pour conserver les spécimens peuvent
affecter la stabilité de 'ADN, compromettant la qualité des analyses génétiques (Tayutivutikul et al., 2003).
Pour minimiser la dégradation de I'ADN et garantir des résultats d'analyse plus fiables, il serait pertinent
d'optimiser les conditions de transport et de stockage, par exemple en utilisant des boites hermétiques, en
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contrélant rigoureusement les paramétres environnementaux ou, comme recommandé par Tayutivutikul et al.,
en conservant les spécimens dans de 1’éthanol a 100 %.

2.1. Analyses phylogénétiques

L'une des principales difficultés dans I'é¢tude des Borocera a été I'absence totale de données génétiques
préexistantes pour cette espece, ce qui a limité la possibilité de comparer les résultats avec des références
établies et de contextualiser les découvertes. L'article de Patwardhan et al. (2014) met en lumiére les défis
posés par cette absence de données dans les études phylogénétiques, confirmant que le manque de séquences
spécifiques et fiables a compliqué l'interprétation des résultats pour les Borocera.

En I'absence de séquences génétiques spécifiques aux Borocera, certains échantillons ont été associés a des
représentants, qui, dans certains cas, n‘appartiennent méme pas a la méme famille des Lasiocampidae. Malgré
le fait que ce soit des papillons que I’on trouve dans les tropiques, a Madagascar ou en Afrique, le Sena sp.,
Cyana sp. et I’Oenochroma sp. font respectivement partie des familles de Noctuidae, Erebidae et Geometridae.
Cette situation a compliqué l'interprétation des données, limitant la capacité a établir des relations
phylogénétiques claires et a comprendre le positionnement évolutif des Borocera dans le contexte plus large
des lépidoptéeres. Une solution aurait été de re-séquencer les échantillons ou de choisir dautres fragments de
séquences afin de les re-BLASTER, dans I'espoir d'obtenir des références de génes COIl autres ou plus précises
(Mohiudden Meem et al., 2023).

Pour améliorer cette résolution phylogénétique, il serait intéressant de compléter les données moléculaires par
un recensement et un suivi détaillé des caractéres morphologiques (Van Der Wal et al., 2019). Cette approche
combinée permettrait de renforcer la robustesse des analyses, en particulier dans les groupes ou les données
génétiques sont limitées. Les caractéres morphologiques, tels que 1’apparence des larves, leur coloration, la
structure des ailes ou encore les motifs corporels, peuvent offrir des informations précieuses qui complétent les
séquences génétiques aidant a clarifier les relations évolutives ambigués. De plus, l'intégration de ces données
pourrait révéler des distinctions subtiles entre les espéces ou les populations, qui pourraient ne pas étre
détectées uniquement par les analyses moléculaires. En associant ces deux types de données, il serait possible
d'obtenir une vision plus compléte et précise des relations phylogénétiques. L'article de Beutel et al. (2011)
souligne l'importance de combiner des données morphologiques avec des données moléculaires pour
construire une phylogénie plus robuste.

La question de la significativité des 28 échantillons utilisés dans I'analyse peut aussi étre soulevée. Elle dépend
de plusieurs facteurs tels que la variabilité génétique au sein de la population étudiée et la robustesse
statistique requise pour tirer des conclusions fiables. Par exemple, pour des espéces a forte diversité génétique
comme Borocera cajani, un échantillonnage de 18 individus pourrait suffire pour obtenir des résultats
statistiquement significatifs, tels que démontrés par la corrélation du Test de Mantel. Cependant, un
échantillonnage de seulement 5 individus provenant du méme site est insuffisant pour étre représentatif de la
population cible, limitant ainsi les variations génétiques observables (Randrianandrasana, 2014). Il devient
donc crucial de réévaluer la taille de I'échantillonnage pour les espéces Borocera madagascariensis et
Borocera marginepunctata, en élargissant les sites d’échantillonnage afin de mieux capturer la diversité
génétique de ces populations.

Concernant 1’arbre phylogénétique, plusieurs points méritent une analyse approfondie. Tout d’abord, la
robustesse des branches, indiquée par les pourcentages de soutien bootstrap élevés, est un élément clé qui
témoigne de la fiabilité des relations évolutives représentées. Cependant, il est important de se pencher sur les
quelques branches avec des pourcentages inférieurs, qui pourraient indiquer des zones de l'arbre ou les
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relations évolutives sont moins claires ou moins bien supportées (Edgar, 2004). Ces zones pourraient suggérer
une nécessité d'explorer davantage ces relations avec d’autres méthodes comme celle du Maximum Likelihood
ou des données supplémentaires, telles que des marqueurs génétiques différents ou une meilleure résolution
des séquences.

Ensuite, la longueur des branches, qui refléte la quantité de divergence génétique, offre des informations sur la
distance évolutive entre les groupes. L'observation d'une longueur de branche plus importante pour certains
clades, comme celui regroupant principalement les B. marginepunctata, suggere une divergence évolutive plus
marquée (Ashfaq et al., 2011). Il serait intéressant de discuter pourquoi ces spécimens montrent une telle
divergence, en examinant des facteurs potentiels tels que la variation géographique, I'adaptation locale, ou
I'histoire évolutive des populations. C’est pour cela qu’une analyse approfondie des variations

intraspécifiques aurait pu étre trés intéressante mais le manque de temps n'a pas permis d'explorer cette piste.

L'intégration d'espéces comme Trichiura crataegi et Malacosoma neustria dans I'arbre permet également de
contextualiser les Borocera par rapport a d'autres membres des lépidopteres. Le regroupement cohérent de
certains échantillons en fonction de leurs genes de référence, comme ceux avec le géne COIl de Dendrolimus
tabulaeformis ou Gastropacha quercifolia, confirme la validité de I'approche phylogénétique utilisée.
Cependant, des cas atypiques comme I'échantillon 29, identifié comme un B. madagascariensis mais associé a
une espéce de Geometridae, soulévent des questions sur la précision de l'identification ou sur la possibilité de
phénomeénes comme I'hybridation, les erreurs de séquencage, la contamination entre échantillons ou encore
I'existence de lignées cryptiques non reconnues (Ashfaq et al., 2011).

L'analyse des regroupements sur la base de sites géographiques, comme les échantillons d'’Amby, bien qu'ils
partagent des génes de référence différents, offre une perspective intéressante sur l'influence de la localité sur
la structuration génétique des populations. Cela pourrait amener a discuter de I'impact potentiel des barrieres
géographiques. L'étude sur la diversité mitochondriale élevée chez les papillons de Madagascar de Linares et
al. (2009) renforce l'idée que la structuration génétique des populations peut étre fortement influencée par les
localités géographiques. Mais, dans ce cas-ci, I'échantillonnage actuel n'est pas suffisamment étendu pour
répondre de maniére concluante a cette question.

3. ESSAI D’UN ELEVAGE DE BOROCERA

Initialement, I'élevage de Borocera n'était pas prévu dans le cadre de ce projet. Cependant, étant donné que les
protocoles des analyses génétiques liées a la phylogénie semblaient se concentrer principalement sur les
individus adultes, il était conseillé d’amener les larves au stade adulte pour obtenir des échantillons adéquats.
Cette nécessité d’¢lever les larves jusqu’a leur maturité s’est imposée en paralléle avec le désir de comparer les
données bibliographiques aux observations réelles.

Lors de la mise en place de cet élevage, plusieurs problémes ont été rencontrés. Le laboratoire d’entomologie,
ou I’¢élevage a été installé, n’offrait pas des conditions environnementales idéales pour le développement des
larves. La température ambiante, bien que globalement stable, était inférieure a la plage optimale connue des
papillons (25°C - 30°C), ce qui a pu affecter leur croissance. De plus, les données de température et d'humidité
n'étaient pas controlées et relevées de manicre stricte comme dans 1’étude de Razafimanantsoa et al. (2013). Le
mois de mai a été particulierement froid a Antananarivo (entre 13°C et 24°C), ces températures ont
probablement eu un impact négatif sur les vers a soie, affectant leur développement et leur métamorphose. A
la fin de I’expérience, un incubateur a été mis en place pour accélérer le développement des cocons et espérer
I’émergence des adultes. Cependant, cet incubateur n'a pas donné les résultats escomptés. Non hermétique, il
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présentait des trous, ce qui a entrainé des variations de température et d'humidité. Un male de I’espéce B.
cajani s'est échappé par une fissure. Aprés deux semaines d’utilisation, des problémes logistiques ont
provoqué la défaillance de I’incubateur. Pour un futur élevage, il est essentiel de garantir des conditions
optimales avec des équipements adaptés. Bien que les conditions ambiantes soient tolérées, il reste crucial de
les surveiller, notamment la température et I'hnumidité (Razafimanantsoa, 2023). Il faut aussi assurer un espace
suffisant pour le développement, 1’alimentation et 1’émergence des papillons car les chenilles ont besoin de
migrer (Diez et al., 2013). Un tel élevage dans des conditions améliorées pourrait réduire la mortalité et
augmenter les taux d’émergence. Si ces ajustements sont efficaces, un élevage a plus grande échelle pourrait
étre envisagé, avec une augmentation du nombre de spécimens. Cette initiative pourrait étre proposée a
I'insectarium de la capitale (Za Bibikely) pour des applications pédagogiques, commerciales et nutritives.

Cependant, des magnaneries traditionnelles (Annexe 24) localisées en brousse et fonctionnant sans outils
sophistiqués, offrent des résultats impressionnants. Par exemple, le centre de grainage de Sahatsiho
Ambohimanjaka (région Amoron’i Mania) produit 2 fois par an 3000 & 4000 cocons, dont 3000 sont conservés
pour la production et le surplus est relaché dans la forét voisine, principalement au stade ceuf
(Razafimanantsoa, 2023). Les connaissances traditionnelles sur les conditions optimales d'élevage permettent
une gestion attentive et minutieuse des cycles de développement. Les locaux arrivent a un faible taux de
mortalité et un développement harmonieux des Borocera. Les papillons sont placés dans des bassines
recouvertes de voile et sont triés par stade. Des Borocera sauvages sont réintroduits dans I'élevage a chaque
génération, ce qui permet de maintenir un élevage bien contr6lé et doté d'une diversité génétique importante
(Razafimanantsoa, 2023).

Selon les recommandations des locaux, les Borocera mis en élevage doivent étre nourris quotidiennement ou
tous les 2 jours avec des feuilles fraiches. Etant donné que l'alimentation influence fortement le taux de
croissance et la survie des vers a soie, il est essentiel de veiller a la qualité et a la disponibilité de la nourriture
(Haubruge et al., 2013 ; Razafimanantsoa et al., 2020).

Les feuilles étaient remplacées quotidiennement au retour des missions puis tous les 2 a 4 jours quand elles
étaient mises en élevage. Ce délai plus long n’a pas augmenté la mortalité, car le pot d’eau gardait les feuilles
fraiches plus longtemps (Razafimanantsoa et al., 2013). Ainsi, durant I'expérience, aucun Borocera n'a manqué
de nourriture ou n'a eu de carence alimentaire visible.

Les chenilles avaient une tendance marquée a se nourrir principalement tét le matin et en début d’apres-midi
tandis qu’elles se reposaient durant la matinée et en fin d’aprés-midi (Razafimanantsoa et al., 2013). Elles
consomment les feuilles en se positionnant sur les branches ou au fond de la boite. Leur alimentation est
caractérisée par des comportements spécifiques: elles mangent la feuille en ligne ou créent des coupures nettes
en forme de cercle. Bien qu'elles soient généralement peu mobiles, elles augmentent leur activité et présentent
leur défense si elles sont stimulées par un contact ou un danger. Comme I'ont souligné Razafimanantsoa et al.
(2013) dans leur étude, la période d'immobilité des B. cajani pourrait représenter une stratégie d'adaptation
pour se protéger des prédateurs et se camoufler sur les branches (Razafimanantsoa, 2023).

Le suivi des stades de développement (Annexe 18) montre que, malgré des conditions moins optimales, les
chenilles ont bien évolué. En deux mois et demi, 33 larves se sont transformées en cocons, et 2 adultes ont
émergé. Cela indique que leur développement en élevage est possible, mais il nécessite une attention et des
précautions particuliéres. Un ver a soie qui va effectuer sa métamorphose devient moins mobile, se nourrit
moins (Razafimanantsoa et al., 2013) et cherche une surface (feuille, branche, ...) pour y créer son cocon. Lors
de la transformation en cocon, la chenille se replie sur elle-méme et s’emballe dans des couches de soie qu’elle
fabrique. La premiére est assez claire et brillante. La derniére couche, en revanche, présente une distribution
homogéne de poils urticants que 1’on trouve sur le corps de la larve.
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Les mortalités peuvent résulter de divers facteurs tels que des erreurs de manipulation, des conditions de vie
inadaptées, des maladies ou encore une mauvaise alimentation (Razafimanantsoa et al., 2013). Un suivi
rigoureux des conditions a chaque étape de I'élevage est essentiel pour identifier les problemes récurrents et
développer des solutions visant a améliorer la survie et la croissance des papillons . Malgré les soins apportés,
un taux élevé de mortalité a été observé au sein de I'élevage. Des chenilles présentaient des signes de
parasitisme, mouraient de maniere inattendue, devenaient molles et flasques, ou se desséchaient complétement
(Diez et al., 2013). Le parasitisme a été détecté sur 3 larves, qui semblaient saines & premiere vue. Les
parasites sont devenus visibles uniqguement dans des conditions anaérobies, dans l'alcool ou lors de la mort des
chenilles (Razafimanantsoa et al., 2013). Les autres chenilles présentes dans la méme boite n’étaient pas
affectées, suggérant que le probléme provenait probablement de la chenille elle-méme, potentiellement
parasitée dés sa capture sur le terrain. Les chenilles peuvent devenir flasques et vides en mourant de
déshydratation, de la décomposition des tissus, de blessures ou de conditions environnementales défavorables.
Ici, le premier et le dernier cas sont les plus plausibles. Enfin, certaines chenilles présentaient un corps noirci
au moment de leur mort, ce qui pourrait indiquer une infection par la maladie de la flacherie, comme
mentionné dans I’introduction.

Conclusions et perspectives

Ce mémoire constitue une contribution a I’étude de la biodiversité entomologique des foréts de Tapia a
Madagascar ainsi qu’a la compréhension de la phylogénie des populations de vers a soie du genre Borocera.
Les résultats ont mis en évidence des divergences génétiques marquées entre différentes populations,
soulignant I’importance des facteurs géographiques dans la structuration de la diversité génétique. De plus,
I’élevage expérimental de Borocera a démontré le potentiel de production de vers a soie sous conditions
maitrisées, ouvrant ainsi des perspectives prometteuses pour le développement de la sériciculture a
Madagascar.

Les objectifs principaux étaient d'initier la phylogénie des Borocera, de comprendre leur dynamique entre
différents sites et d’obtenir une vue d'ensemble de la biodiversité entomologique des foréts de Tapia. Sur le
plan de la conservation, cette ¢tude souligne 1’urgence de renforcer les efforts pour préserver les foréts de
Tapia, qui sont des habitats essentiels pour de nombreuses especes, y compris les Borocera. Il est nécessaire
de mettre en place des zones protégées et de sensibiliser les communautés locales pour garantir la pérennité de
cet écosysteme unique. En outre, les recherches sur I'élevage de Borocera montrent que la production de soie
pourrait étre optimisée, offrant ainsi des opportunités économiques pour les populations locales, tout en
préservant I'environnement. Les analyses phylogénétiques offrent des perspectives précieuses sur les relations
évolutives entre les espéces de Borocera, bien que leur portée ait été limitée par I'absence de données
génétiques préexistantes pour certaines d'entre elles. Enfin, pour améliorer la résolution phylogénétique, il
serait intéressant de combiner les données moléculaires avec des caractéres morphologiques, renforcant ainsi
les analyses et obtenant une vision plus compléte des relations évolutives .

Les perspectives pour des études phylogénétiques plus approfondies sont également ouvertes par les
découvertes faites dans ce mémoire. Il serait pertinent d'élargir cette recherche a d'autres especes de vers a soie
pour mieux comprendre les mécanismes évolutifs ou encore de s’attarder sur les relations intraspécifiques.
Enfin, I’implication des communautés locales est cruciale pour la réussite des initiatives de conservation et de
développement durable. Leur participation active et leur implication, notamment a travers des programmes
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d'éducation et de sensibilisation, sera déterminante pour la protection a long terme des foréts de Tapia et des
espéces qui y vivent.

Malgré ces défis, I'exploration a réussi a atteindre ses objectifs et a contribué a une meilleure compréhension
de la biodiversité et de la dynamique des populations dans cet écosystéme unique. Les bases sont posées pour
des recherches futures et des actions concretes visant a protéger la biodiversité de Madagascar tout en
explorant des opportunités de développement économique durable.

Contribution de I’étudiante

Durant 7 mois, I'étudiante a joué un réle clé et polyvalent dans ce travail de fin d’études. Elle a congu le
protocole expérimental, planifié les phases du projet, et géré I'organisation des missions de terrain, incluant la
logistique, le management et la formation des équipes (Annexe 25). Une des principales responsabilités était la
gestion du budget, qui impliquait I'optimisation des dépenses, la couverture des codts des trois missions et la
négociation avec les fournisseurs sans oublier le suivi administratif et légal de celles-ci (Annexe 26). En
assurant un suivi rigoureux des résultats et en adaptant les stratégies selon les besoins, elle a démontré une
grande capacité a gérer la complexité, les imprévus et a s'engager pleinement dans la réussite du projet dans
une logique d’adaptabilité constante et continue.

TFE - TROLIN NAYA

Avant Février Février | Mars Avril Mai Juin | Juiltet Aoit
Chronogramme des activités par mois Belgique | I Belgique
Prise de contact avec les membres du projet et définition des objectifs
Préparafion & la mobilité (papiers adminisiratifs, )

Bibliographie
Mise en place d'un profocole
Visite des lieux (insectarium, Université, )
Terain sur la biodiversité entomologique des foréts de Tapia

Terrain sur la phylogénie des populations de Borocera
Identification morphologique des spécimens (Ordre)
Traitement des données et encodage des spécimens

Analyses moléculaires

Analyses descriptives et statistiques
Rédaction du rapport
Einalisation [Py Qe

Figure 37. Chronogramme des activités déroulées sur 7 mois.
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Annexes

Annexe 1. Recensement des arbres et des Tapia présents dans les plots des différents sites des zones d’Itremo
(Ambatofinandrahana) et d’Imamo (Arivonimamo). La couleur rouge indique les nombres qui ont changé entre le total
d’arbres initialement sur le site et le nombre réel de Tapia. Les autres arbres sont souvent des Hazo kesika (Pinus spp.),
Hatsikana, Haezana, VVoafotsy (Aphloia theiformis (Vahl) Bennett, 1840), Voandroza, Mahatratranify, etc.

Arbres | Arbres| Arbres Tapia | Tapia | Tapia Arbres | Arbres Tapia | Tapia

PLOT "Gt site2 | sites | TLOT sitel | siwe2 |sites  PLOT Sice | siwer | PLOT| sites | site?
1 3 3 9 1 2 3 8 1 2| s 1 12 8
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[ 3 6 6 6 2 1 4 [ 8 5 6 7 b)
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Arbres présents sur les sites Tapia présent sur les sites  Arbres présents sur les sites Tapia présent sur les sites

A’ Ambatofinandrahana @’ Ambatofinandrahana @’ Arivonimamo d’Arivonimamo

Annexe 2. Fiche de terrain servant a récolter les données botaniques et entomologiques des différents plots. Les légendes
servent & accélérer le processus et a optimiser les fiches. Dans la diversité entomologique de la fiche, lorsque des spécimens
appartiennent & la méme famille/ordre mais qu’ils sont différents morphologiquement, ils sont séparés par un tiret pour

effectuer un premier tri visuel.
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Annexe 3. Visualisation de la base de données sur la diversité entomologique des différents sites de terrain ainsi que la
Iégende numérotée des ordres présents.

Method

Commune

Y Site

= q
" Collection code

Plot _Id Order

Drdre

Stage

Nbsp

Date_Tn__Plot_rangement _Mois de collecte _Date_call L Habitat Family
Z3-mai-2d FT_a1 Mars Gmars-24 PJ Ambatofrandishana  Ambatomensloha | 1 Forétde Tapia 000 1 1 Himeroptera Farmiadas - 5 2
23-mai-24 PT_21 Mars G-mars-24 PJ  Ambaiofinandishana  Ambatomenaloha 1 Foréide Tapia 1000 1 2 Coleoprera  Elatiidae - 1 1
23mai-24 FT_21 Mars -mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 1 2 Coleoptera - - 5 2
23-mai-24 PT_21 Mars -mars-24 PJ Ambaiofinandishana  Ambatomenaloha 1 Foréide Tapia 1000 1 4 Lepidoptera - Chenile 4 2
23-mai-24 PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 1 5 Collembala - - 1 1
23-mai-24 FT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 1 6  Hemptera  Homopters - 1 Ll
23-mai-24 PT_21 Mars -mars-24 PJ Ambaiofinandishana  Ambatomenaloha 1 Foréide Tapia 1000 1 7 Onhopiera  Acrididae - 1 1
PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 1 10 Martades  Mantidae - 1 1
FT 21 Mars -mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 1 T drachnide - - 4 4
PT_21 Mars emars-24 PJ Ambaiofinandishana  Ambatomenaloha 1 Foréide Tapia 1000 1 13 Procoprera - 1 1
FT_21 Mars 3-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 2 1 Hymenopters Fermicidas = 9 1
FT_21 Mars. §-mars-24 PJ Ambatofinandrahana  Ambatomenaloha 1 Forétde Tapia 1000 2 2z Coleoptera - - 3 z
PT_21 Mars emars-24 P Ambatofmandishana  Ambatomenaloha 1 Foréide Tapia 000 2 4 Lepidoptera - Chenile 1 1
FT_21 Mars 3-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 2 T prachnide - - 1 1
PT_21 Mars -mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Fordtde Tapia 1000 3 1 Hymenoptera Formicidas = 7 3
PT_21 Mars S-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha | 1 Fordtde Tapia 000 3 1 Himenopiera - = 2 2
PT_21 Mars. §-rnars-24 PJ Ambatofinandishana  Ambatomenaloha 1 Forétde Tapia 1000 3 2 Coleoptera - - 12 3
PT_21 Mars S-mars-24 PJ Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Fordtde Tapia 000 3 4 Lepidoprers - Cherille 2 2
PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 9 6 Hemiptra  Heteropters - 1 1
PT 21 Mars 9emars-24 PJ Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Fordtde Tapia 1000 3 7 Owhopera  Aordidse - 1 1
PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 3 10 Martades  Mantidae - 2 1
PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 3 T drachnide - - il 7
PT_21 Mars emars-24 PJ Ambaiofinandishana  Ambatomenaloha 1 Foréide Tapia 1000 3 13 Procoprera - - 3 3
PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 4 1 Hymeroptera Farmicidas - 3 2
FT 21 Mars -mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 4 2 Coleoptera  Scarabidas - 4 1
PT_21 Mars emars-24 PJ Ambaiofinandishana  Ambatomenaloha 1 Foréide Tapia 1000 4 N Aachnide - - 1 1
PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 4 13 Paocoprera - - 3 3
FT 21 Mars -mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 5 1 Hymenoptera Formicidas - & 1
PT_21 Mars emars-24 PJ Ambaiofinandishana  Ambatomenaloha 1 Foréide Tapia 1000 5 2 Coleoprera - 3 3
FT_21 Mars 3-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 5 4 Lepidoptera - Cherile 1 1
PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 5 9 Battodea  Blaberidas 1 1
PT_21 Mars emars-24 P Ambatofmandishana  Ambatomenaloha 1 Forédide Tapia 000 5 M Aachnide - - 3 3
FT_21 Mars G-mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 & 1 Hymenoptera Formicidas - g 1
PT_21 Mars -mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Fordtde Tapia 1000 6 2 Colsoprera - - 2 2
PT_21 Mars S-mars-24 PJ Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Fordtde Tapia 000 6 3 Opers - = 1 1
FT_21 Mars G-mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 & 7 Othoptera  Aordidee - 1 1
PT 21 Mars 9emars-24 PJ Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Fordtde Tapia 1000 6 9 Batodea  Blaberdae - 1 1
PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 [ 10 Martades  Mantidae - 1 1
PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 6 T drachnide - - 4 4
PT_21 Mars emars-24 PJ Ambaiofinandishana  Ambatomenaloha 1 Foréide Tapia 1000 6 13 Procoprera - - 1 1
PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 7 1 Hymeroptera Farmicidas - 5 2
4in-24 PT 21 Mars -mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 7 2 Coleoptera  Scarabidas - 7 2
d-jLin-24 PT_21 Mars S-mars-24 PJ Ambatofinandishana  Ambatomenslohs 1 Forétde Tapia 1000 7 2 Coleoptera - - 1 1
4in-24 PT_21 Mars -mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 7 4 Lepidoptera - Cherile z 2
4in-24 PT_21 Mars G-mars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensioha 1 Forétde Tapia 1000 7 M dachnide - = 4 4
4jLin-24 PT_21 Mars 9-mars-24 PJ Ambatofinandishans  Ambstomenaloha 1 Forétde Tapis 1000 3 1 Hymenopters  Formicidas - 13 3
dein-24 PT_21 Mars -mars-24 PJ  Ambaiofinandishana  Ambatomenaloha 1 Foréide Tapia 1000 El 2 Coleoprera  Soarabidae - 1 1
4Lin-24 PT_21 Mars 9-mars-24 PJ  Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Forétde Tapia 1000 El 4 Lepidoptera - Cherille s 4
4-jLin-24 PT_21 Mars S-mars-24. Py Ambatofinandishans  Ambatomenaloha 1 Fogede Tapia 1000 10 1 Hymenoptera  Formicidae - 6 z
4dLin-24 PT_21 Mars G-mars-24 PJ Ambatofinandishana  Ambatomensloha 1 Fordide Tapia 1000 i 2 Coleopera = = z 2
4in-24 PT_21 Mars G-mars-24 PJ Ambatofmandishana  Ambatomensloha 1 Fordtde Tapia 000 o 4 Lepidoptera - Cherille 1 1
4-Lin-24 PT_21 Mars S-mars-24 PJ Ambatofinandrshana  Ambatomenzloha 1 Forétde Tapia 1000 10 n Arachnide - - 2 2
ain-24 PT_21 Mars 9-mars-24 P 1 FoétdsTapis 1000 1 13 Procopters = = 4 3
TLin-2d FT_al Tars Trmars-24 PJ Ambatofnandishana  Ambatomensloha | 2 Forétde Tapiabrilée 002 7 T Hymenopteta  Farmiadas - 3 H
4in-24 PT 21 Mars 0-rmars-24 PJ  Ambatofinandishana  Ambatomensloha 2 Forétde Tapia brilée 1002 1 1 Hymenopters - - 1 1

LEGENDE DES ORDRES
1

lymenoptera
Coleoptera
Diptera
Lepidoptera
Collembola
Hemiptera
Orthoptera
Acarien
Blattodea
Mantodea
Arachnide
Thysanoptera
Psocoptera
Phasmoplera
Odonata

Annexe 4. Kit “DNeasy®, Blood and tissues kit (50)” de chez Qiagen (Hilden, Allemagne), servant a extraire I’ADN des
échantillons.

Annexe 5. Résultats de la quantification d’ADN, réalisée avec un Nanodrop (Thermo Scientific™ NanoDrop™ One/OneC

Spectrophotomeétre UV-visible a microvolume), sur les 42 échantillons de Borocera.

Concentration (ng/pl)| Ratio Ratio ESPECE DILUTION ADN (ng/ul) TYPE PRELEVE 21 9,5 1,83 0,51 CAJANI 9,5 L4, moelle-peau
1 155,2 1,91 1,62 CAJANI 10| 13, segment-peau | 22 107, 22 1,8 CAJANI 10| L4, segment-peau
2 12,8 1,44 043 CAJANI 12,8] 14, segment-peau | 23 61 1,98 0,74 CAJANI 10 12, segment
3 124,2 2,05] 1,24 CAJANI 10| 14, moelle 24 83 19] 041 CAJANI 8.3 A, pattes
4 46,1 1,95 0,75 CAJANI 10 L4, moelle-peau 25 219,7| 2,1 1,77] CAJANI 10 L3, segment
5 2.6 3,02] 043 CAJANI 2.6 C téte 26 167, 2,08] 1,92 MADAGASCARIENSIS 10| L4, segment-peau
3 108,8 218 167 CAJANI 10| 14, moellepeau | 27 105 / | NERA GASCARIEN SIS 105 L3, segment-peau
7 14,1 137] o029 CAIANI 13,1 14, moelle 28 LG / / EE0 AN 20 BEs incell e peal
s o Al ae AN fil Dol 29 4375 0,98] 0,73 MADAGASCARIENSIS 10 C, intérieur
. oo o I AN o oo 30 51,2 2,02] 1,56 MADAGASCARIENSIS 10 C, pattes
31 50,8 084 048 CAJANI 10 C, intérieur
10 ol Ziol s LAk 10] L5, segmentpeau |75, 107,3 2,09] 1,38 MARGINEPUNCTATA 10[ L5 moelle-peau
1 Bog| a6 45 CanNI 0/ gment pralilll ;3 1270,7] 0,35 0,32| MARGINEPUNCTATA 10 C, intérieur
12 72,7 2,36 1 CAJANI 10] L3, moelle-peau 3a 470) 2,13| _ 2,25| MARGINEPUNCTATA 10| & s
13 1 2,07 2,09 CAJANI 10] C, téte 35 3,8 1,26 0,25 CAJANI 3,8 C, téte
14 118 1,99 101 CAJANI 11,8 C, pattes 6 15 142] 039 CAIANI 15 G tete
15 1141 2,1 136 CAJANI 10| L3, segment-peau 37 264,1 1,59 1,06| MARGINEPUNCTATA 10 C, intérieur
16 38,7 0,65 0,51 CAJANI 10] G, téte 38 8,6 1,37| 0,34 MARGINEPUNCTATA 8,6 C, peau
17 37,3 2,06] 1,04 CAJANI 10| 12, segment 39 3 118 0415 CAJANI C, tite
18 18,1 1,94 0,54 CAJANI 10| L3, segment-peau 40 157,7 2,09 1,6 CAJANI 10| L3, segment-peau
19 64,4 1,99 1,12 CAJANI 10 L3, segment-peau 41 10,8 1,3 0,35 CAJANI 10,8 C, téte
20 9.3 2,38 0,36/ MADAGASCARIENSIS 93] L4, segmentpeau | 42 366,3 2,08] 185 CAJANI 10 C, intérieur
Echantillons refaits :
2 18,3 CAJANI 10 L4, segment-peau
7 8,4 CAJANI 8,4 L4, segment-peau
18 38,6 CAJANI 10| L3, peau
19 62,7 CAJANI 10 L3, segment-peau
21 3,5 CAJANI 35 14, peau
27 1354 MADAGASCARIENSIS 10] 13, peau-moelle
40 21 CAJANI 10| 13, peau
a1 24,3 CAJANI 10| C, mue (téte)
a2 6.1 CAIANI 61/ C mue tte-patte
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Annexe 6. Calculs de dilution des 42 échantillons de Borocera afin d’ajuster la concentration de tous les échantillons < a 10
ng/pl.

I ci*Vi = C*Vi --> Ci = Nanodrop, Cf = 10 ng/pl, Vi =  définir, Vf = 50 ul | 22 [107,4*Vi = 50*10 3 Vi = 4,65 donc Eau mol = 45,35

1 |155,2*Vi=50*10 a Vi = 3,22 donc Eau mol = 46,78 23 |61*Vi=50*10 4 Vi=8,2 donc Eau mol =41,8

2 [18,3*Vi=50*10 4 Vi=27,3 donc Eau mol = 22,7 2483

3 |124,2*Vi="50*10 & Vi =4 donc Eau mol = 46 25 ]219,7*Vi=50%10 4 Vi = 2,28 donc Eau mol = 47,72
4 146,1"Vi = 5010 a Vi = 10,85 donc Eau mol =39,15 26 |167*Vi=50*10 4 Vi = 2,99 donc Eau mol = 47,01

5 12,6 27 [135,4*Vi=50*10 3 Vi = 3,7 donc Eau mol = 46,3

6 |108,87Vi=507104 Vi=4,6 donc Eau mol = 45,4 28 [311,6"Vi=50710 Vi = 1,60 donc Eau mol = 48,4
7184 _ 29 [437,5*Vi = 50*10 3 Vi = 1,14 donc Eau mol = 48,86
8 |177"Vi=50%10 3 Vi= 2,82 donc Eau mol = 47,18 30 [51,2*Vi = 50*10 & Vi= 9,77 donc Eau mol = 40,23
9 [26,6*Vi=50*10 4 Vi = 18,8 donc Eau mol = 31,2 . . .

31 |50,8*Vi=50*10 a Vi = 9,84 donc Eau mel = 40,16
32 |107,3*Vi=50*10 & Vi = 4,66 donc Eau mol = 45,34

=
5]

70,8*Vi=50*10 a Vi = 7,06 donc Eau mol = 42,94

*\fi — * X i = -
i; g?VY':'ngl;c;:/\l":;Zzzgs:;::2?;;6125 33 |1270,7*Vi = 50*10 & Vi = 0,39 donc Eau mal = 49,61
13 |108,17Vi = 5010 & Vi = 4,62 donc Eau mol =45,38 34 |470"Vi = 50104 Vi = 1,1 donc Eau mol = 49,89
14|11,8 35|38
15 |114,1*Vi = 50*10 & Vi = 4,38 donc Eau mol = 45,62 36 14,5
1639,74Vi= 5010 3 Vi = 12.6 donc Eau mol = 37.4 37 |264,1*Vi=50*10 4 Vi = 1, 90 donc Eau mol = 48, 10
17 |37,3*Vi = 50*10 4 Vi = 13,4 donc Eau mol = 36,6 38|86
18 [38,6*Vi=50*10 4 Vi = 13 donc Eau mol = 37 393
19 |62,7*Vi=50%10 & Vi = 8 donc Eau mol = 42 40 |21*Vi=50*10a Vi = 23,8 donc Eau mol = 26,2
20 (9,3 41 |24,3*Vi=50%10 a Vi = 20,6 donc Eau mol = 29,4
21[3,5 4206,1

Annexe 7. Plan des PCR effectuées et conditions réalisées au laboratoire.

ABANDON DES
ECHANTILLONS

Annexe 8. Protocole de purification du kit NucleoSpin “Gel and PCR clean up” (Macherey-Nagel, Diren, Allemagne).

PCR Gel DNA Single 3 ca e 700 L NT3
Jean-up P 11,000 x g
(with SDS) | DNA clean-up 30s
‘Recommended:
s 2" wash
i \ 700 iLNTS
v 'v v v 11,000x g
; 30s
200 uLNTV |/ 200 500 WL NTB/ | 200 uLNTC/
50°C

5-10 min

3 e ¢ 1ooxg
w 100 mggel | 100 uL sample | 100 uL sample T Yimin

i RT
@ 11,000 x g 1 min
30s 11,000 x g
; 1 min

i53
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Annexe 9. A. Données de poids des 2 échantillons qui ont été coupés (26 et 35) et de la dose de tampon NTI a leur appliquer,
B. Dose de tampon NT1 a appliquer aux autres échantillons de Borocera dans la purification de I’ADN.

™~
(5]

Annexe 10. Préparation des échantillons purifiés pour les 3 étapes du séquencage Sanger (Sanger Sequencing Steps &
Method, Aodit-15-2024) chez Eurofins Genomics en Allemagne (Tube LightRun, Ao(t-15-2024).

Informations connexes

~ Préparation et soumission des échantillons

Exemples d'exigences :

Prenez 5yl d' ADN matrice purifié avec I'une des concentrations suivantes :
« ADN plasmidique purifié :

50 - 100 ng/pl
« Produits PCR purifiés :

150-300 pb : 1 ng/pl

300-1000 pb : 5 ng/pl

1000-3000 pb : 10 ng/pl

Ajouter 5 pl d'amorce avec une concentration de 5 pmol/ul (5 pM)
Veuillez envoyer un échantillon total de 10 pl dans des tubes de 1,5 ml
Pour garantir la meilleure qualité possible des données de séquence, le volume total de I'echantillon ne doit pas étre
inférieur @ 10 pl .
Nous recommandons de mesurer la concentration d'ADN sur un gel d'agarose.
Soumission d'échantillons :

Amorces de séquengage

Conditions d'apprét optimales :

« Les amorces ne doivent pas contenir de phosphorylation ou de colorants fluorescents
« La longueur optimale de l'amorce est comprise entre 16 et 25 bases

« La température de fusion de I'apprét (Tm) doit étre de 50 a 62°C

« La teneur en GC de I'amorce doit étre de 35 3 60 %

Idéalement, un G ou un C devrait étre situé a 'extrémité 3' de l'amorce
« Le nombre de 3' G ou C ne dolt pas dépasser 2 G ou C
- Si possible, évitez >3 bases identiques d'affilée dans la séquence

« Etiquetez vos amorces Incluses avec nos étiquettes de tubes gratuites

Condition:

Les modéles d"ADN doivent étre purifiés. Les réactions de séquengage ne peuvent pas étre répétées et toutes les
réactions seront facturées. Les échantilions ne sont pas stockés. Pour les échantilions contenant des séquences difficiles 3
lire (iches en GC, structures en épingle 4 cheveux...), nous recommandons notre service TubeSeq Supreme.

‘ PCR with fluorescent, 2 Size separation by capillary 3 Laser excitation & detection
chain-terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine
3
Large fragments g 3
-A A A
-C 4 [+
T T T
G G
[T
Fife
et A A
:,; L > A a
.-L\“r‘ o G [
c s’ c c
Mixture of dNTPs & small fragments T T
fluorescently- labelled G ¢
T T
- :
5 . "
oo Flusﬂzf,t';n"t‘l;;u fabellcd Laser beam Photomultiplier Outout chromatogram
riginal

DNA sequence,
PCR amplified &
denatured
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Annexe 11. Dilution des échantillons de Borocera purifiés pour les ajuster a une concentration de < 22 ng/ul.

L

Annexe 12. PDF des séquences Forward et Reverse de 1’échantillon 28. La séquence la plus longue et de meilleure qualité

s'étend de 41 & 667 paires de bases pour le fichier Forward et de 42 & 659 paires de bases pour le fichier Reverse.
Quality: 0-9 ——
10 - 19 I
20 - 29 ——
>= 30 ——
ECHANTILLON 28 - FORWARD ECHANTILLON 28 - REVERSE

]

A TAAAGTT TR ATT 1166 AT 1T GAGE TG GAAT AGI GGG ANCT TCAT TANG AT 1At 1ARr TCGAGCAGAAT TGGGARCACE TG

A 42
41

NN YA AN LA AN ANV A AN AL AN AV
o i Y e VA Ve AV 8 T e

AT C T TR AT 16 G AGAT G AT CAAAT T 1A TANTACAAT TGT 1ACAGEACATIGCT I 1 TATIATAAT 111 T I taGri htACE A

VaVAATA"S o vy AAAA TAY V/ o
huuumlumumummu.uuum.umu.u.m... PNV F2TT 2T e Fn ot aar e S Faaar toa e T iaerre aatads sl taasferr il skt Tert rbrtarerec ettre

T 1aTAA1 16006681 1100AAAT TG AT TAGTTCTEAT TAATAT 1NOGAGCICEICAIATAGEAT TECCACEANINANTAAGAT A

AV Y AV A A VA Y e e A e M M Ly 2 e Rl i ool

NG AT 1 cT e AT T A ACCACE T I E T I TANE T T AT TAAT 11 CANGAAGAAT TGTAGAAAATGGAOCOGOAACIGGGIGAACT G

VAWM s WA s s e Nana e/ Nsansinnnnianin s
“““““u““““‘“‘h“““A“‘h‘“h“"““‘“‘““““““““““JJ““ ccocTieativrerTeniraeticTronantiastasnottanabascetoarabrantencnnTersararraorarrcer

ATACCEAC AT 1t ct 1ETANTAT 1GCECACAG 106 TAGATCAGTIAGAT T TAGCIAT T I TCICCCIACACT 1AGCAGGIATETCA

uuuuuﬂuuuumnunuuu LMV YVYYVYY £ £ £3 o z
G A AT G T AT R GAGE G T e TAAT AT AR I GG AAGTARTCANT I TccARATCooacARTIATARTAGET AT ARCTATARA

emarrivaceaferar tantiTrar acancTartarvantEracearrartrancartaresvtoarcaatraccar var?
wanaancAenaatemne NVMAAMANAANMAANAAN ANV VWA
A Y NAMNAAMN AYANAAAAANMAN A MAMAAAAAAA AN MAAAAAAMAANAAAYNAAMANN, 4 5 A & & F T AT A AT A & ARG ER TG TG ET 6T AREARTT 6T AT TATAAAT T TGATEATETECARTTARNGAT CERGETETFECCTNrTT

rerrresccTeracoanr i Tecaccar vt TacracrcerTrcarvnceca@rrcerrecreTaccanrracTararrarraTeue
l
“-*‘“‘“““““‘“‘““‘““‘““ M ‘““““‘“““‘““‘“‘““““‘““ ,“,:“..”....'.-”,..“ﬁ.-ra,,“m,':'..m“,c':“..”...':.,..A.,..:“.m.m..'rm..,.

667 / 659

N e

acocanan v TaanaaanaaTaar s 1716671 1668 ARARAAR COMMRAAAA AAAAARE AATCCCCT BT AccTETACTO ACGETC AT CACSE
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Annexe 13. PDF des séquences Forward et Reverse de I’échantillon 4, la séquence présente trop de zones de trés mauvaise

qualité (rouges et noires) et les pics s’arrétent méme a un moment.
ECHANTILLON 4 - FORWARD

ECHANTILLON 4 - REVERSE

.«Auuhh‘.«‘ummmdluluﬂuhum.mhummnuu -

\ 116G AGATGA AcaGeatat

Annexe 14. A. Visualisation de I’interface du logiciel Serial Cloner (version 2.6.1) avec les fichiers Forward, Reverse et le
consensus de 1’échantillon 28, B. Visualisation de I’interface du logiciel NotePad++.

oo Pt [ causers\User\Downloads\Testmanteltxt - Notepad++
Fichier Edition Recherche Affichage Encodage Langage Paramétres Outils Macro Exécution Modules d'extension Documents
—— 0 DHR 5 GE )P dpglex|BE=T
-~ = s o [drestmanteit B3 et m @
Secial Cloner Fommat o, 1 >B._cajani_AMBATOMENALOHA 1_1

>B._cajani_ AMBATOMENALOHA_1_3

2
3
4
5 >B._cajani_AMBATOMENALOHA_2_S
€
7
8

TGT TATAATTTTTTT &

>B._cajani_ ANDRAHALANA_8

9 >B._cajani_ANDRAHALANA_10
10 AGAAT T TGT TTTATTATAATTTTTTTTATAGT

11 >B._cajani_ANDRAMALANA_11

12 TATTAAT TTAAT TGT £2y TTTTTTN

13 >B._cajani_MAITSOVOLO_13

14 TATTAAT TTAAT TN

15  >B._cajani_AMBONIMANJAKA_16

16 TAAT T TGT TTTATTATAATTTTTTT T

17 >B._cajani_nMmy_17

18 TTTGAT TCTTTAACTTTATTAAT

15 >B._cajani_xMBY_18

20

21 >B._madagascariensis AMBY_20

22 AGT T T 'TAATAT £y

23 >B._cajani_AMORON'IRIHITRA_23

24 TTAAT ™ TTTTT =

3 25  >B._cajani_AMORON'IRIHITRA_25 B
GraphcMa | Seqomncellao )| Find 26 T T TGT TTTTTT T =
Show Sulecten intorancn & Transizson 27 >B._madagascariensis_AMORON'IRIHITRA_26

Annexe 15. Interface de I’outil Nucleotide BLAST du site NCBI (NIH) et BLAST de la séquence de 1’échantillon 28
avec visualisation du géne COI le plus proche de lui (Lasiocampidae, Pernattia pusilla Donovan, 1805 - Teigne du
chéne).

BLAST ®» blastn suite J © vourscarchis imited to records that include: Insecta (12xi0 50557)
Job Title Nucleotide Sequence Fillter Results
o Important update Seq
Effective August 2024, the new BLAST core nucleotide database (core_nt) will become the default. Learn more abot *1® BHSZNBEFO3 Search awairos on 08130001 sm Downlogd All v
Program BLASTN®  Citation v Organism ony top 20 wil appear [ exclude
‘Standard Nucleotide BLAST T binomial, taxid
m blastp blastx tblastn 1blastx Database nt See details v 'ype commen name, binomial, taxid or group name
Add organism
Query 1D IcllQuery 1736537 + add o1
Enter Query Sequence Description  None Percent Identity Evalue Query Coverage
Enter accession number{s), gi(s}, or FASTA sequence(s) @ ciear Query subrange @ Moleculetype  dna © l:l o l:l Cl © l:l
TTATTACAACTATTATTAATATACGAT TAAATAACATATCATTTGATCARATACC = Query Length 572
ATTATTTGTTTGAGCTGTAGGAAT TACAGCATTTTTACTACTCCTTTCATTAC e = m
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Annexe 16. A. Construction d’un arbre phylogénétique sur base de la méthode Neighbor-joining et d’un test bootstrap (100
réplications, 7 threads), B. Interface du logiciel MEGA 11.

M1 "

Phylogeny Reconstruction View  Compute  Coption  belp
S | oot et
Anavrss
Scope - Al Selected Taxo
Statistcal Method - Neighbor-joining
PHYLOGENY TEST
Test of Phylogeny - Bootstrap method
No. of Bootstrap Replications - 100
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type —+  Nucleoride

B capeni ESALD - PSCHE NATURELLE 36
B magepunciaa SALO - FSONE MATURELLE 3
8 Caan AUBATOUENALOYVAZ S

8 e ISALO - PISCNE NATURELLE 32
B magrepunciata SALO - PISCRE NATURELLE 33
B mangrepunctaa SALO - PISCNE NATURELLE 34
B camans AUEY 17

B capens AUBY 18

8 "

Model/Method -+ Maxmum Composite Likeiihood
»

Substitutions to Include
RATES AND PATTERNS

¢ Transitions + Transversions

Rates among Sites - Uniform Rotes

Pattern among Lineages - Same (Homogeneous)
[DATA SUBSET TO USE

[ B capan AUORON FINTRA 29
AL B e ANTANETY 31

| 8 o
Select Codon Positions - @1t @2na @ 3ra B Noncoding Sites - s

SYSTEM RESOURCE USAGE . B capan AORAMALANA 11
> B caan AUORON RITRA 25

Number of Theeads - 7 - B can AUBATOUEMALOWA 13 B
A ®

B camn ADRAMALAA §
) Heip x) Cancel [ L

Data Treatment -

Annexe 17. Tableau des données d’¢levage des 7 sites, collectées du 9 mars au 21 mai 2024, incluant les informations sur les
pertes, la nourriture, les changements de stade, et leur légende.

13-03-24 | 14-03-24 [ 16-03-24| 18-03-24| 20-03-24|22-03-24| 25-03-24| 27-03-24 | 28-03-24| 01-04-24 | 03-04-24| 05-04-24| 09-04-24 | 12-04-24 | 16-04-24
LARVE 8 8 (] 8 7 7 7 5 5 5 4 4 3 2 2 2
SITE 1: AMBATOMENALOHA CHRYSALIDE | 1 1 1

8 7 7

SITE 2 : AMBATOMENALOHA

SITE 3: MARDVALAHAVA

no = [w|=2]=]= [ |n]=

SITE 4 : MAITSOVOLO

SITE 5 : AMBOHIMANJAKA

SITE 6 : AMBY

SITE 7 : AMORON'IRIHITRA

SITE 8 : ANTANETY

LEGENDE
TAPIA
GOYAVIER

SITE 9: PISCINE NATURELLE

PAS DE MISE EN ELEVAGE
SITE 10: SITE GEOLOGIGUE
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UNIVERSITE
00-04-24| 12-04-24| 16-04-24] 23-04-24| 26-04-24( 20-04-24| 01-05-24| 03-05-24 06-05-24| 08-05-24 | 10-05-24| 13-05-24| 15-05-24 | 17-05-24 | 21-05-24

LARVE 1
SITE 1: AMBATOMENALDHA CHAYSALIDE 4
PERTE 1
1
5

5

LARVE
SITE 2 : AMBATOMENALOHA CHRTSALIDE
PERTE
LARVE
SITE 3: MARDVALAHAVA CHRYSALIDE
PERTE
LARVE
SITE 4 : MAITSOVOLO CHRYSALIDE
PERTE
LARVE
SITE 5 : AMBOHIMANJAKA CHRTSALIDE
PERTE
LARVE BC
LARVE BM
SITE 6 : AMBY CHRYS. B

SITE 7 : AMORON'IRIHITRA

CHRYS.BC
MAGNANERIE
PERTE
LARVE BC
LARVE BM
SITE 8 : ANTANETY CHRYS. BN
CHRYS.BC
PERTE
LARVE BC
LARVE BMP
SITE 9 : PISCINE NATURELLE CHRYS. BMP

LARVE BMP
SITE 10 : SITE GEOLOGIQUE CHRYS. BMP

Annexe 18. Suivi des stades de développement des Borocera madagascariensis et cajani, réalisé tous les 15 jours de

I’expérience.

Légende
Cocon C
Stade larvaire 2 L2
Stade larvaire 3 3
Stade larvaire 4 4
Stade larvaire 5 LS
Perte

Ambatofinandrahana

G RRFREGRRERGEE
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Annexe 19. Mesures de la longueur (cm), largeur (cm) et du poids (gr) des cocons des 7 sites.

51 | COCONS |
Largeur (cm) | Lo r (cm) Poids (g)
13-mars 1,7 3,5 2
25-mars 1,7 3,5 0,3 S6-BC
28-mars 23 48 1
oo 35 5 1 Largeur (em) Longueur (cm) Poids (g)
12-avr 2.3 45 5 19-avr 3,0 5,0 3
= 19-avr 23 45 4
Largeur Longueur (cm) | Poids(g) | 19-avr 3,0 4,5 1
16-mars 2,0 3.6 2
28-mars 2,0 3,8 1
01-avr 1,7 33 2 S$7-BC
03-avr 25 4,0 2
. 2o 0 3 Largeur (cm) Longueur (cm) Poids (g)
20-avr 2,5 4,3 2
53 20-avr 2,0 4,0 2
Largeur Longueur (cm) | Poids(g) |
11-mars 2,0 48 5 20-avr 3,0 4,5 5
11-mars 25 3,6 1 21-avr 2,0 4,0 1>0
14-mars 2,5 3,5 2
22-mars 23 4,5 1 21-avr 23 38 1
03-avr 2,0 3,5 2 21-avr 2 35 1>0
Oave 20 36 2 21-avr 3 45 1
03-avr 23 4,0 2
0S-avr 2.2 3,5 2 21-avr 2,5 4,3 1
09-avr 25 5,0 5 21-avr 2 35 1>0
58 21-avr 2,3 5 1
Largeur (cm) | Loi r (cm) Poids (g) 21-avr 3,5 48 2
01-avr 18 3,2 1 21-avr 3 45 1
01-avr 18 3,5 1
21-avr 2 3,8 2
S5
Largeur Lol T (cm) Paids (g)
27-mars 25 5.0 4 S3-8C
01-avr 2,2 30 1 Largeur (cm) L (em) Poids (g)
09-avr 2,0 3,5 2 |
00 awr 18 38 2 18-avr 2,3 3,5 0,5

Annexe 20. A. Géne COI de I’espéce Pernattia pusilla relié a % a B. cajani, B. Géne COI de I’espéce Dendrolimus
tabulacformis reli¢ a % a B. madagascariensis, C. Géne COI de 1’espéce Gastropacha quercifolia reli¢ a % a B.
marginepunctata.

Pernattia pusilla voucher AZ-07-3112 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene, partial cds; mitochondrial

Sequence ID: GU695934.1 Length: 658 Number of Matches: 1 A

Range 1: 57 to 612 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
773 bits(418) 0.0 510/556(92%) 0/556(0%) Plus/Plus
Dendrolimus tabulaeformis isolate SS110803.062 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial
Sequence ID: MF052320.1 Length: 618 Number of Matches: 1

B
Range 1: 115 to 568 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
673 bits(364) 0.0 424/454(93%) 0/454(0%) Plus/Plus

Gastropacha populifolia angustipennis voucher AYK-04-0980-04 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene, partial cds; mitochondrial
Sequence ID: KF491756.1 Length: 658 Number of Matches: 1

Range 1: 44 to 599 GenBank Graphics 3
Score Expect Identities Gaps Strand
728 bits(394) 0.0 503/557(90%) 1/557(0%) Plus/Plus

Annexe 21. Graphique du test de Mantel, jeu de données des Borocera cajani.
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Annexe 22. Graphique du test de Mantel, jeu de données des Borocera madagascariensis.
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Annexe 23. Graphique du test de Mantel, jeu de données des Borocera marginepunctata.

o
o
z
[1e)
O. —
[ o
o
[ =
8 @
@ 9 o
T o
L
(0] o
> plot(ibd_test) g8 |
Erreur dans plot.window(...) : 'x1im' nécessite des valeurs finies o
De plus : Messages d'avis : .
1: pans max(hOfcounts) : aucun argument pour max ; -Inf est renvoyé 2 ©
2: Dans min(x) : aucun argument trouvé pour min ; Inf est renvoyé f ‘ f I T
3: Dans max(x) : aucun argument pour max ; -Inf est renvoyé -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
4: Dans min(x) : aucun argument trouvé pour min ; Inf est renvoyé o
5: Dans max(x) : aucun argument pour max ; -Inf est renvoyé Geographic distance

Annexe 24. A. Magnanerie d'Ankhalalana, B. Intérieur de la magnanerie, C. Bassine contenant des chenilles de landibe au
stade L3, D. Bassines contenant des cocons vides et cocons défectueux, E. Cage de reproduction (Source : Trolin, 2024).

[ -
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Annexe 25. Calendrier des 4 mois passés a Madagascar avec le déroulement des missions, de temps alloué a 1’élevage et du
temps passé en laboratoire

Remaniement du protocole

mi inandrahana

Traitement des données

Pas de travail scolaire s
Mission hors de Tana, trajets, collecte
Rédaction TFE, Biblio, Excel, traitement des données, Réunions,

Réunion préparation mission 2 et 3
I
El e

Elevage
Rédaction

réparation matériel, budget, ...
| Nettoyage des boites, nourir les larves, comptage, observations, ...

Elevage
Rédaction et biblio
Elevage
Elevage
Jours OFF

et installation

de 'Universit
Remaniement du protocole
du protocole

MAI

Date Programme Activité

| CElevageetDeadlineinwoducon [ | 1 mai 2024 Elevage et triage des -
Rédaction 2 mai 2024 JOUR OFF

Elevage et réunion budget mission 2

]
] JOUR OFF
| Récapitulanif matériel etbesoindesmissions | |
]
]
|
1

Elevage et traitement des données

[ |

Elevage [mesure de larves, décollement des cocons) + cours de stat |
Traitement des échantillons du site 3

Pesées et mesures des cocons, mise en place des boites de transport|.

Elevage et triage des échantillons

| Tratementdeséchantilonsdustes | | f oma208 Elevage et triage des échantillons
Check matériel terrain Ridaction du TFE et du rapport MNP

| TemsinAdvemimame | | Elevage et triage des échantillons

Terrain Arivenimame

Elevage et triage des échantillons
Triage des échantillons
Installation des nouveaux individus en élevage, récupération du Elevage et triage des échantillons
budget mission 3
Rangement des documents des missions, récapitulatif du bug
I T

[ Flovage ot anayse des hanilons dusie3 | Terai enke P
| Terrain Isalo PN
Terrain Isale PN

Elevage et triage des
Triage des

Elevage et triage des échantillons
Etude Espagnol

Etude Espagnol
Examen d'Espagnol

]
| Triage des échantillons et base de données ]
| I ]
| | ]
| Rangementmatériel basededonnées | |
Finitions ]

et valises
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Annexe 26. Liste du matériel et du cott financier de la mission d’ Arivonimamo.

[ Domaine h Désignation M Utilisation et détails b Notes hd Nombre ~ Fournisseur Prix unitair_~ Prix total ~ Réel colt ~
1 Accomodation Ordre de route piéces justificatives de la mission 2 Nante - - 5.000
2 Assurance Assurance voyage 2 Nante 10.000 20.000 6.000
3] Hébergement Hébergement Nuitée des équipes sur terrain 3 nuits * 2 personnes 6 Nante 20.000 120.000 100.000
4 Matériel terrain Parapluie japonais Récolte spécimens Drap de 1m sur 1m 2 - - -
5 Matériel terrain Parapluie japonais Calliers et Tubes PPR 4 - - -
6 Matériel terrain pillulier 100 ml 1 paquet de 30 piluliers 2 sites x 1 collecte x 10 plots (1paquet 1 - - -
7 Matériel terrain Alcool 50° Liguide de cancervation 40 mlpar é —> bouteille d'un litre 1 Phal 15.600 19.600 19.600
8 Matériel terrain Fiche de collecte Fiche de données (plot x site 1 fiche de collecte par plot, 2/page 10 - - -
9 Matériel terrain Documents Code collection, matériel, agenda, dispositif 2 pages/document 7 100 700 1.100
10 Matériel terrain Pince dure Préhension des spécimens 1 Etudiant - - -
1 Matériel terrain Pince malle Préhension des spécimens 2 Etudiant - - -
12 Matériel terrain Ciseaux Découper le matériel 1 Etudiant - - -
13 Matériel terrain Crayons Notes terrain 2 Etudiant - - -
14 Matériel terrain Support écriture Notes terrain 1 Etudiant - - -
15 Matériel terrain Cahier de note Notes terrain 1 Etudiant - - -
16 Matériel terrain Marqueurs Notes terrain 2 Etudiant - - -
17 Matériel terrain Corde Cordes déja achetées 1de 50m, 1 de 20m 2 - - -
18 Matériel terrain Corde Corde 100 m Corde bleue sur baton 1 - - -
19 Matériel terrain Boite 3L pour larves Transport des papillons vivants Collecte ver & soie 10 - - -
20 Matériel terrain Cartons Transport des spécimens Rangement 3 - - -
21 Matériel terrain Bac de rangement flacons 100 ml 2 - - -
22 Matériel terrain flague marquage des plots 1m * 6000Ar 1 Magasin Nante ? 6.000 6.000 3.000
23 Salaire Per-diem Salaire / jour Nante 4 Nante 60.000 240.000 240.000
24 Salaire Salaire Assistant 2 assistants / jour 2 assistants * 4 jours 8 Nante 10.000 80.000 90.000
25 Transport é sur terrain par personne et par jour 2ds =2 personnes 4 Nante 6.000 24.000 29.000
26 Transport Trajet taxi brousse Trajet Tana - Arivonimamo 2 places + 1 de matériel]*2 6 Nante 8.000 48.000 18.000
T Tiised Toaare
ECONOMIE 442;(;06:
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