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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.
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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.
FICHE TERRAIN COLLECTE = TFE = TROLIN NAYA

Localité : e Environnement :
Site de collecte : ... Climat:

Date : /  [2024 Point GPS :
Heure de collecte : ... Altitude :
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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

56



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
CAGTTCTTGCTGRAGCAATTACTATATTATTAACAGATCGAAATT TARATAG = Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ e
ATCATTTTTGAC To
©r, upload file Choirun et | Aucun fictierchoist @ Graphic Summary  Alignments  Taxonomy
Job Title I |
Download ¥ Select columns ~  Show °
S T D)
() Aign two of more secpences © select all 100 sequences selectsd GenBank Gaphics Distancetieofresulls  MSAViewer
Choose Search Set - Somferume M Tl Quny | B Pe A .
c - ~ e TN oo Scors Cover vaius e Lan A
Database @ Standard databases (nr etc.): () (RNA/TS dalabases () Genamic + ranscript databases () Betacoronavius () R
() Core nudeotide database [EIEZN more... w AZOTY (<o, i tochanrial 78 785 100% 00 0145% 088 O
[ Muclestide callection (nv/nt) @ 0 50, BOLD ABZTI56 voucher MNVD. 00213 Ft 1.(CON gene.parial ofs. mi. Cvanaso BOLD . T80 760 100% 00 S127% 638
uokeol i v
Organism Onicia hcieca e D AY:0-DBS0-3 CHOCNTOAIW CrgSe SUbUOL 1 (CON 060 BBl cOS. i Qb uClere. . 778 774 100% 00 9110% 6%
oomonat [[Insaca i 50557) 0 enciuce - . e e e an e e
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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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