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ABSTRACT: Information on genetic diversity is essential in fish conservation programs, the constitution of gene banks and the
selection of the most efficient strains. The objective of this contribution is to identify the genetic diversity of wild populations
of Clarias anguillaris from river basins in Mali. Eight microsatellite markers (Cbal1, Cbal9, Cba20, Cga02, Cga06, Cgal0, Cm12,
Cmal7) were used on fins taken from 131 fish. After DNA extraction and PCR amplification, the alleles obtained are separated
on a 3% metaphor gel, visualized using the E-Box device. The data was analyzed using Power Marker V3.25 software. The
results identified 54 alleles with an average polymorphism information content (PIC) of 0.60. The number of alleles per locus
varied between 2 (Cball) and 10 (Cbal9). The rate of heterozygosity was between 0.16+0.07 and 0.14+0.05. The average
heterozygosity observed was lower than that of the expected heterozygosity, i.e. 0.16+£0.037 versus 0.34+0.04. Three
genotypes have been recorded. Group 1 consists of samples from Mopti (Niger Basin) and Lake Magui (Senegal Basin), group
2 those from Sankarani (Niger Basin), Lake Magui and the Bafing and Bakoye rivers (Senegal Basin) and group 3 by those of the
Bafing, Bakoye and Sankarani rivers. These results indicate a genetic diversity of the species in the river basins of Mali. The
information will serve as guidance in conservation programs for Clarias anguillaris in Mali.
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RESUME: Les informations sur la diversité génétique sont essentielles dans les programmes de conservation des poissons, de
la constitution des banques de génes et la sélection des souches plus performantes. L’objectif de la présente contribution est
de relever la diversité génétique des populations sauvages de Clarias anguillaris provenant des bassins fluviaux au Mali. Huit
marqueurs microsatellites (Cball, Cbal9, Cba20, Cga02, Cga06, Cgal0, Cm12, Cmal7) ont été utilisés sur des nageoires
prélevées sur 131 poissons. Aprés I'extraction de I’ADN et amplification par PCR, les alleles obtenus sont séparés sur un gel
métaphore de 3%, visualisés a I'aide de I'appareil E-Box. Les données ont été analysées a I'aide du logiciel power marker V3.25.
Les résultats ont permis d’identifier 54 alléles avec un contenu moyen d’information sur le polymorphisme (PIC) de 0,60. Le
nombre d’alleles par locus a varié entre 2 (Cball) et 10 (Cbal9). Le taux de I'hétérozygotie était entre 0,16+0,07 et 0,14+0,05.
La valeur moyenne d’hétérozygotie observée était inférieure a celle de I'hétérozygotie attendue soit 0,16+0,037 contre
0,34+0,04. Trois génotypes ont été enregistrés. Le groupe 1 est constitué des échantillons de Mopti (Bassin du Niger) et du Lac
Magui (Bassin du Sénégal), le groupe 2 ceux du Sankarani (bassin du Niger), lac Magui et des riviéres Bafing et Bakoye (bassin
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du Sénégal) et le groupe 3 par ceux des rivieres Bafing, Bakoye et Sankarani. Ces résultats indiquent une diversité génétique
de I'espéce dans les bassins fluviaux du Mali. Les informations serviront d’orientations dans les programmes de conservation
de Clarias anguillaris au Mali.

MoTs-CLEFS: Clarias anguillaris, diversité génétique, hétérozygotie, bassins fluviaux, Mali.

1 INTRODUCTION

Le genre Clarias regroupe des poissons de la famille des Clariidae. Il se trouve en Afrique avec 14 genres et 92 especes ([1]).
En Afrique de I'Ouest, le genre est représenté par 32 especes et se rencontre dans tous les grands bassins fluviaux ([2]). Au
Mali, il est représenté par deux especes, Clarias anguillaris et C. gariepinus ([3]). Cependant, [4], [5], [6] et [7] soupgonnent |a
présence d’'une autre espece.

C. anguillaris est une espéce sauvage dans les bassins fluviaux au Mali ([8], [15], [4], [6]) L’espéce est exploitée dans tous
les plans d’eau du pays et occupe une place importante dans la production de la péche artisanale ([10]). Les piscicultures
utilisent la souche sauvage, a c6té de la souche améliorée, dans les étangs de production et font souvent recours a ses alevins
pour satisfaire leur besoin.

Malgré I'importance économique et piscicole de C. anguillaris au Mali, les informations sur la relation phylogénétique entre
les populations sont fragmentaires. Les travaux disponibles ont été effectués par [11] sur la population de la riviere Bakoye
dans le bassin du fleuve Sénégal. L’analyse phylogénétique permet de préciser les relations évolutives entre différentes especes
ou organismes ([12]). Elle fait souvent intervenir I'usage de données moléculaires ([12]).

Les marqueurs microsatellites constituent I'une des méthodes moléculaires les plus fréquemment utilisées pour les
analyses taxonomiques et systématiques de divers organismes ([13]; [14]).

Les informations obtenues peuvent influencer le développement des stratégies de gestion couplées a des stratégies de
conservation de la biodiversité. La présente contribution a pour objectif d’étudier la diversité de la population naturelle de C.
anguillaris en utilisant marqueurs microsatellites.

2 MATERIEL ET METHODES
2.1  SiTeS DE PRELEVEMENT

Les poissons ont été prélevés dans les débarcadeéres de la péche artisanale le long des riviéres Sankarani (lac de Sélingué),
Bani et le cours principal du fleuve Niger dans le bassin du fleuve Niger et sur les rivieres Bakoye, Bafing et au Lac Magui dans

le bassin du fleuve Sénégal (figure 1). L'étude a porté sur 131 poissons collectés de fagon aléatoire auprés des pécheurs en
septembre 2018 et en ao(t 2020.
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Fig. 1.  Localisation des sites de prélevement
2.2 EXTRACTION D’ADN

L’ADN génomique des poissons a été extrait a partir des morceaux de nageoires prélevés sur chaque sujet en utilisant le kit
d’extraction Promega Reliaprep TM Blood DNA Miniprep System. Environ 2g de nageoire de chaque échantillon sont prélevés
a I'aide d’un ciseau et introduits dans un tube Eppendorf de 1,5 ml contenant 250 uL d’une solution tampon (CTAB) puis incubés
pendant 2 heures dans le bain-marie a une température de 55°C. Apres incubation, le mélange est ensuite broyé a I'aide des
pilons stériles dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml. Le mélange obtenu a été dissout dans 250 ul d’une deuxiéme solution de
lyse cellulaire enfin de détruire les membranes cellulaires des leucocytes.

Aprés homogénéisation, 20 ul de la solution de protéinase alcaline est ensuite ajoutée en vue de détruire les protéines. Le
mélange est encore homogénéisé puis incubé pendant 5 minutes a la température ambiante. Un volume de 350 pl de la
solution de neutralisation est ensuite ajouté pour neutraliser I'action des solutions précédentes. Le mélange est ensuite
homogénéisé et porté a la centrifugation a la vitesse de 13200 rpm pendant 10 minutes. Les surnageants ont été récupérés
dans des colonnes de spin placées sur des tubes de collecte. Les montages colonne-tube-collecteur ont été centrifugés a 13200
rpm pendant 1 minute (pour décanter la solution). Ce systeme permet de filtrer le mélange et de retenir les acides nucléiques
(ADN) dans les colonnes de spin. Les colonnes de collection sont ensuite jetées et remplacées par d’autres colonnes de
collection. Sept-cent cinquante microlitres (750 pl) de la solution de lavage (éthanol 70%) sont mis dans les colonnes de spin
puis centrifugés a 13200 rpm pendant 1 min pour laver le contenu de la colonne. Cette étape est répétée deux fois. Les colonnes
de spin contenant ’ADN, sont transférées sur de nouveaux tubes Eppendorf puis 100 pl de |’eau stérile (nucléase free water)
sont mis dans les colonnes et le montage est ensuite centrifugé a 13200 rpm pendant 1 minute. A cette étape, I'eau stérile
(nuclease free water) permet de diluer I’ADN et I'entrainer dans les tubes Eppendorf de 1,5 ml.

Enfin, ’ADN est conservé a -20°C dans le congélateur (comfort No Forst). Ainsi, les différents extraits d’ADN obtenus sont
mis sur un gel d’agarose de 1% puis visualisés a I'aide de I'appareil Gel Documentation System E-BOX VX2 version 15.06. Cette
étape permet d’estimer la qualité de I’ADN extrait par échantillon.
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2.3 AMPLIFICATION DES EXTRAITS D’ADN PAR LES MARQUEURS MICROSATELLITES

Les extraits d’ADN ont été amplifiés en utilisant 8 paires d’amorces microsatellites (tableau 1). Un mélange réactionnel d’un
volume total de 15 pl a été préparé a partir des ingrédients du kit Promega. Le mélange était composé de 4,2 pl d’eau, de 7,5
pl de master green, de 0,6 pl de I'amorces aller et retour et 1,5 ou 2 pl de I’ADN. Le mélange réactionnel a été réparti ensuite
entre les micro-tubes PCR, puis mélangé a I'aide du vortex VWR INTERNATIONAL pour bien homogénéiser le contenu des tubes.
Apres, les micro-tubes ont été introduits dans le Thermocycleur (Alpha unit TM Block Assembly for PTC ADN EngineTM Systems)
pour I'amplification en adoptant le programme suivant consigné dans le tableau 1. Les marqueurs microsatellites utilisés pour
I’amplification, leur séquence et leurs températures d’hybridation sont résumés dans le tableau 2.

Tableau 1. Programme d’amplification adopté
Etapes Température Temps
Dénaturation initiale 94°C 5 mn
Dénaturation 94°C 1mn
Hybridation En fonction des SSRs 45s
Elongation 72°C 1mn
Elongation finale 72°C 10 mn
Conservation 4°C oo

Le cycle (dénaturation, hybridation, élongation) a été répété 35 fois.

Tableau 2. Les marqueurs microsatellites utilisés pour identification moléculaire
Locus Primer (5'-3') Température
Cball F: CACCGCGCTCGTCATTCCATAGA 64

R: CTGCGCGGGTTTCAGAATGTTAGG

Cbal9 F: CAGGGCTAAATTACCCATAATCA 58
R: GGCATGTGTTATAACATGTGAGG

F: GAAACACGCCATCATGCCTAATA

Cba20 R: CCAAACGGAGCGGACAGG >7
Cga02 F: TACAGCGTCGATAAGCCAGG R: ACCTCTGAGATAAAACACAGC 57,3
Cga06 F: CAGCTCGTGTTTAATTTGGC R: TTGTACGAGAACCGTGCCAGG 58,3
CgalO F: GCTGTAGCAAAAATGCAGATG R: TCTCCAGAGATCTAGGCTGTC 57,8
Cm12 F-5’-ATG ACCCTG TAAATCTCC-3 53

R-5’-CTA CAT TCT CTC CGT CTCT-3’

Cmal7 F-5’-CGC CAT TGT TGT GAT AAAG-3’ 53
R-5'-GAT GAA GAT AAA AGC GAA GGA-3’

24 ANALYSE DES DONNEES

La taille des alléles de chaque amorce microsatellite est déterminée en paire de base en utilisant le logiciel E-Capt version
15.06. La diversité génétique de chaque locus est analysée sur la base des paramétres statistiques suivants: le nombre d’alléles,
la fréquence des alléles, le nombre de génotypes, la diversité génétique et le PIC (Polymorphisme Information Content) en
utilisant le logiciel Power Marker version 3.25.

L'hétérozygotie observée (Ho) et théorique (He), I'Indice de réduction de I'hétérozygotie (FIT), le coefficient de
consanguinité (FIS) et la variance standardisée (FST) ont été calculés en utilisant le logiciel GenAIEx version 6.5.

L’arbre phylogénétique a été construit par la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
avec le logiciel Power Marker version 3.25 et édité avec le logiciel MEGA 7.0 ([15]).
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3 RESULTATS
3.1 VARIABILITE ALLELIQUE

Au total, 54 alléles ont été observés. Le nombre d’alléle a varié de 2 pour Cball a 10 pour Cbal9 avec une moyenne de
6,75. Les marqueurs Cga06, Cgal0, Cbal9, Cm12 et Cm17 étaient polymorphes avec un pic > 0,50 et les marqueurs Cga02,
Cba20 et Cball étaient peu polymorphes avec un pic < 0,50. Le pic moyen était de 0,60 montrant un polymorphisme au sein
des marqueurs (tableau 3).

Tableau 3. Diversité génétique, hétérozygotie observée et attendue, PIC obtenus avec les huit marqueurs microsatellites
Marqueur Nombre d’allele Talll‘e des PIC Fis Fit Fst
alléles
Cga02 6 100-110 0,48 0,51 0,86 0,71
Cga06 9 200-124 0,69 0,65 0,7 0,15
Cgall 9 142-105 0,58 0,13 0,22 0,1
Cball 2 250-222 0,27 0,3 0,57 0,39
Cbal9 10 275-200 0,81 0,95 0,97 0,42
Cba20 6 277-100 0,48 0,78 0,88 0,45
Cm12 4 126-112 0,65 1 1 0,65
Cm17 8 234-175 0,81 0,32 0,45 0,19
Total 54 - 4,77 4,64 5,65 3,06

Moyenne 6,75 - 0,60 0,58 0,70 0,38

Les profils de migration des échantillons d’ADN sont représentés sur la figure 2.

250 ph
50 pb

50 pb

Fig. 2.  Profils de migration des échantillons d’ADN de Clarias anguillaris amplifiés avec le marqueur Cbal9 A et Cba20 B sur gel
métaphore 3%. M: marqueur, 1-14: échantillons de Clarias; C: contréle négatif

3.2 INDICE DE FIXATION OU F STATISTIQUES

Les niveaux de variations intra et inter-populations sont indiqués dans le tableau 3. Il s’agit des coefficients de consanguinité
au sein de la population (Fis), entre la population (Fst) et la population globale (Fit) pour les 8 loci microsatellites. La
consanguinité au sein de la population (Fis) a varié de 0,13 a 1 avec une moyenne de 0,58. La consanguinité entre les
populations (Fst) était entre 0,1 et 0,71 avec une moyenne de 0,38. La consanguinité dans la population globale (Fit) a oscillé
entre 0,45 et 1 avec une moyenne de 0,70. La valeur de Fst comprise entre 0 et 1 indique un déficit d’hétérozygotie.
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3.3 HETEROZYGOTIE

Les estimations d’hétérozygotie observées (Ho) et attendues (He) étaient faibles dans toutes les localités (tableau 4).
L’hétérozygotie moyenne observée (Ho) est faible par rapport a hétérozygotie moyenne attendue (He) 0,16+0,037 contre
0,34+0,04 a I'équilibre de Hardy Weinberg traduisant un départ positif a I’équilibre de Hardy Weinberg. Les spécimens de C.
anguillaris des différentes riviéres prospectées sont modérément homogenes.

Le pourcentage de polymorphisme le plus élevé a été observé chez les échantillons du Lac Magui et le plus faible chez les
échantillons de la riviere Sankarani. L'indice de diversité le plus élevé a été observé chez les échantillons de la riviere Bakoye
et la plus faible chez les spécimens de la riviere Sankarani.

Tableau 4. Les valeurs moyennes de conformité a I’équilibre de Hardy-Weinberg

Pop Valeur Ho He F %P [

BAF Moy 0,16+0,07 0,37%0,10 0,49 75,00 0,68+0,20
BAK Moy 0,14+0,07 0,42+0,10 0,671 75,00 0,69+0,17
LAC Moy 0,14+0,05 0,41+0,04 0,648 100,00 0,68+0,007
MOP Moy 0,19+0,10 0,30+0,10 0,477 62,50 0,50+0,18
SAN Moy 0,15+0,12 0,22+0,08 0,343 50,00 0,37+0,14
Total Moy 0,160,037 0,34+0,04 0,54 72,50% 0,58+0,14

BAF: Bafing, BAK: Bakoye; LAC: Lac Magui; MOP: Mopti; SAN: Sankarani; I: indices de diversité; F: Indice de fixation; %P: pourcentage de
polymorphisme; Ho: hétérozygotie observée; He: hétérozygotie entendue.

34 RELATION PHYLOGENIQUE

Les échantillons de C. anguillaris des rivieres ont été répartis en trois génotypes, répartition faite en fonction des
provenances (figure 3). Le groupe | était constitué des poissons de Mopti en violet pour 34,37% et du Lac Magui en rouge carré
pour 67,63%. Le groupe Il est composé des poissons de toutes les rivieres et plans d’eau sauf le Sankarani: les poissons du Lac
Magui étaient représentés par 25,00% alors que le Bafing, la Bakoye et Mopti étaient représentés respectivement par 50,00%,
12,50% et Mopti 12,50%. Le groupe |l est constitué des échantillons des rivieres Bafing en bleu (24,72%), Bakoye en vert
(51,68%) et de la riviere Sankarani en cercle rouge (23,60%). Le groupe | comprenait 24,81% des poissons, le groupe |l était
constitué de 8,20% et le groupe lll composé de 68,99%.

¢ Lac Magui

¢+ Mopti
» Bafing
Bakoye

¢ Sankarani

Fig. 3.  Dendrogramme de C. anguillaris des riviéres prospectées
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4 DIScussION

L’étude a montré qu’il existe une diversité allélique chez C. anguillaris dans les cours d’eau au Mali. Le nombre d’alléles de
notre étude est supérieur a celui obtenu par [16] chez C. anguillaris au Sénégal, soit 54 alléles contre 26 alleles. Mais ces auteurs
ont utilisés 7 marqueurs microsatellites contre 8 dans notre étude. Le nombre d’alléles obtenus est égal a celui de C. gariepinus
signalé par [17] en Inde mais avec 4 marqueurs.

Parmi les 8 loci utilisés, 5 étaient trés polymorphes contre 3 peu polymorphes. La valeur du PIC moyen de la présente étude
est différente de celle obtenu chez d’autres Clariidae notamment, C. gariepinus des cours d’eau d’Asejire et Lokoja au Nigéria
soit 0,60 contre 0,78 signalé par [18] et 0,42 sur Clarias anguillaris de la riviere Bakoye au Mali par [11].

Le degré de différenciation génétique est faible au sein de la population de C. anguillaris des riviéres Bafing, Bakoye,
Sankarani, le cours principal du Niger a Mopti et le Lac Magui. Il en est de méme entre les populations. Par contre, il est modéré
pour la population globale de C. anguillaris collectée. Cela pourrait indiquer que les populations partagent toujours une
certaine connectivité des cours d’eau.

L’étude a montré un déficit en hétérozygotes par rapport a I’équilibre de Hardy-Weinberg chez les C. anguillaris des riviéres
Bafing, Bakoye, Sankarani, le cours principal du Niger a Mopti et le Lac Magui qui sont I'effet Wahlund. Le déficit
d’hétérozygotes entre les échantillons de cours d’eau pourrait s’expliquer par peu d’échange de gamétes entre ces poissons.
Dans une population naturelle donnée, les individus ne peuvent pas toujours s’unir aléatoirement sur I'ensemble de leur aire
de répartition, du fait de contraintes géographiques ou environnementales ([19]). Ils ont tendance a s’unir avec des individus
géographiquement proches qu’avec des individus éloignés. La réduction de la taille d’une population est considérée comme
I'un des rares facteurs pouvant étre responsables d’un écart par rapport a I’équilibre de Hardy Weinberg ([20]). La valeur
d’hétérozygotie trouvée dans la présente étude était inférieure a celle observée sur chez C. anguillaris a Sangkuriang (0,43) et
a Paiton (0,602) en Indonésie ([21]) et dans la riviere Bakoye (0,34) sur Clarias anguillaris au Mali par Diop et al ([11]).

Le coefficient de consanguinité moyen (Fst) observé dans note étude est supérieur a celui rapporté sur C. anguillaris par
Rognon et al., (1998) soit 0,38 contre 0,15. Par contre, il est inférieur aux valeurs rapportées chez C. batrachus (0,545) et C.
nieuhofii (0,484) en Thailande par ([23]), chez C. gariepinus (0,44) par ([22]) Le taux de Consanguinité de C. anguillaris est
supérieur a celui trouvé chez C. gariepinus (0,04) au Nigeria ([18]).

L'arbre phylogénétique a permis de regroupe les poissons en 3 groupes mais avec des différences et des similarités
génétiques entre les bassins fluviaux et au sein du méme bassin d’un cours d’eau a I'autre. Les échantillons d’'un méme groupe
sont génétiquement proches. Les échantillons se trouvant dans des groupes différents pourraient expliquer des échanges
génétiques entre les populations et les connexions des cours d’eau dans un passé lointain. Des introductions de poissons
pourraient aussi expliquer cette similitude. Ce résultat montre une diversité génétique chez C. anguillaris des différentes
rivieres et cours d’eau prospectés.

5 CONCLUSION

L'étude a permis de mettre en exergue une diversité génétique au sein des populations de C. anguillaris au Mali. La
différenciation entre les populations est modérée avec un rapprochement de consanguinité chez les spécimens collectés dans
les secteurs maliens des fleuves Niger et Sénégal. Ces populations semblent étre apparentées. Les résultats obtenus pourront
étre utilisés comme données de références sur I'espéce dans le cadre de la prise de décision des mesures de biosécurité lors
d’introduction de souches étrangéres mais aussi lors des empoissonnements communautaires. Le maintien de la variation
génétique existante au sein de I'espéce C. anguillaris constitue une étape importante dans le cadre de sa conservation
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