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DEMER.,

I- INTRODUCTION Etudes de cas WP 1

Les stocks sélectionnés correspondent a un
ou plusieurs des critéres suivants :

# Stock partagé
# Espece d'importance commerciale

# Espece emblématique pour les pécheries
artisanales

# Espece d'importance pour les flottilles
européennes

# Espece avec des nourriceries cotieres (lien
avec WP2)
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r 1.1 Amélioration de I'accessibilité aux données. —l
e

I- INTRODUCTION Taches WP 1 e MER.

y STEM

Génetique

LS

e Etude de la structure e Analyses basées e Croissance,
ge”e"l'q“e 2 sur des mesures mortalite,
populations pour e recrutement,
identifier les limites motpho‘metrlques reproduction et
géographiques des de l'espece. distribution
stocks a I'aide des c S
marqueurs ’

microsatellite
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II- METHODE Sources d'échantillons

) lieu de débarquement ou : :
* Geo-referencé rquem Echantillonnage
au marché de poisson
des toutes les

[ classes de taille
[ ]

[. oIS economique} Option 2: Echantillons au TOUTS LES MOIS-

Option 1: Echantillons en

campagnes ou Pour completer las dans les 2 lieux

tailles pas trouvées a
I’ option 1

N

Utilisation des campagnes et /ou les embarquements des observateurs a bord pour effectuer des échantillonnages
des 6 ESPECES, si capturées, toujours avec des informations géo-référencées, au moins pour :

observations a bord sélectionnées

eParameétres biologiques (BIO)
eLa génétique (GEN)

*|mages pour morphomeétrie (MOR)
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ecosvs T E Ms

II-METHODE  Espéces et zones d'échantillonnage

ESPECES SITES D’ECHANTILLONAGE

Nouadhibou
Epinephelus aeneus Nouakchott
Saint Louis (Fleuve Sénégal)- Port de Dakar

Penaeus notialis

MAURITANIE

Penaeus notialis Saloum -Casamance
Banjul (Gambie)

SENEGAL-GAMBIE

Kayar
Epinephelus aeneus Saloum —Casamance
Banjul (Gambie)
Penaeus notialis Cacheu
. Bissau
. Pagrus caeruleostictus -
GUINEE-BISSAU Cacine
] Cacheu
Pseudotolithus elongatus -
Cacine
, Pagrus caeruleostictus Kamsar, Katchek
GUINEE _
Pseudotolithus elongatus Conakry
R Pagellus bellottii Abidjan
COTE D’IVOIRE
Pseudotolithus senegalensis San Pedro
Pagellus bellottii Tema
GHANA
Pseudotolithus senegalensis Takoradi
‘ﬁl‘lq 7’ 7
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MAURITANIE ET SENEGAL : DEMER.

ECOSYS TEME

Epinephelus aeneus -

1¢ période 28me période

l l

Noauadhibou

MOR-|MOR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO |MOR-|MOR-| BIO | BIO
GEN | GEN GEN | GEN

Nouakchott | BIO- | BIO- T T T T T T BIO- | BIO- T T
MOR-|MOR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | MOR-|MOR-| BIO | BIO
GEN | GEN GEN | GEN

BIO- | BIO- T T T T T T BIO- | BIO- T T

e MOR- [MOR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO |MOR-|MOR-| BIO | BIO
GEN | GEN GEN | GEN
T | T T | T

Saloum- BIO- | BIO- T T T T T T BIO- | BIO- T T

Casamance |MOR-|MOR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO |MOR-|MOR-| BIO | BIO
GEN | GEN GEN | GEN
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MAURITANIE, SENEGAL- GAMBIE et G. BISSAU : DEMER.,

e e 'STEM
Penaeus notialis —

1¢" période 2eme période

North MOR- | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO |[MOR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO
GEN GEN
T T

South BIO- T T T T T BIO- T T T T T
MOR- | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO |[MOR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO
GEN GEN
T T

Saint BIO- T T T T T BIO- T T T T T
Louis MOR- | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO |[MOR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO

saloum | o | gio | B0 | BIO | BIO | BIO |MOR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO
GEN GEN
5 i
combic | O | T T T | T T eo | T| T | T T|T
'® | MOR- | B0 | BIO | BIO | BIO | BIO [MOR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO
GEN GEN
T T
BIO- T T T T T BIO- T T T T T
Cacheu
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GUINEA-BISSAU — GUINEE: DEMmER..

Pagrus caeruleostictus et Pseudotolithus elongatus \

ere Ari eme Ari
1¢r¢ période 2¢Me période
3 PAYS Zone/ Jan Fév20 Mar | Avr | Mai | Juin | Juill | Ao(t | Sep | Oct | Nov | Déc | Jan
w Mois | 20 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 21
S
Guinea G |2 ™ NA
S Z wn
|32 Tl T st T[] ]T
— o (T} Buba | BiO- | BIO- BIO- | BIO-
Y MOR- | MOR- | BIO | BIO | BIO | BIO |pmoR-|MoR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO
s Kamsar BlTo BlTo T T T T BlTo BlTo Tl T | T T|T
ou s s s >
- o E E Katchek |MOR-| MoR-| BIO | BIO | BIO | BIO |moR-|moRr-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO
"J S =] T T Tt | T | T | T T T T | T T]|T
. / Q © Conakry | BIO- | BIO- BIO- | BIO-
~ a MOR- | MOR- | BIO | BIO | BIO | BIO |pmoR-|MoR-| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO
/ {
0 | ere Ari eme Ari
18" période 2¢Me période

Ilr l
.

Zone/ Dec | Jan | Feb | Mar | Avr | Mai | Juin | Juill | AoGt | Sept | Oct | Nov

PAYS )
Mois 19 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20
T T
e <' Cacheu T T T BIO- T T T T T T T BIO-
S |83 BIO | BIO | BIO |y\or | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO |\i0r
L = 2 u
S |3 & _ i I A T U O S I I T S A N A S
m Cacine BIO- BIO-
BIO | BIO | BIO |\0g| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | \i0r
<
KS) Kamsarou | T | T | T BITO T Tl T Tl T T|T BITO
- } ;
[Y) ! Katchek | BIO | BIO | BIO |y\0r | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | g
. = T T
Q O | conakry T T T BIO- T T T T T T T BIO-

BIO | BIO | BIO |\0r | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO |\0r
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COTE D’IVOIRE - GHANA: DEMER,

ecosvs TEMS

Pagellus bellotii et Pseudotolithus senegalensis \

ere Ari eme Ari
1¢r¢ période 2¢Me période
. | Mar | Apr | May | Jun | Jul | Aug | Sep | Oct | Nov | Dec | Jan | Feb
= PAYS | Zone/Mois | 59 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 21 | 21
b~ T T
Q = . T T T T T T T T T T
= S Abidjan | 515 | Bio ,5"8;{ BIO | BIO | BIO | BIO | BIO ,3:8;{ BIO | BIO | BIO
) a
Q = S I LN N S N (LA I IS S B
Q | SanPedro | b 1 gio [ B9 | gio | o | B0 | BIO | B0 | 29| BIO | BIO | BIO
g MOR MOR
- T T
E Tema T T lgo-| T T T T T lgo-| T T T
- < BIO | BIO | -0 | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | o 0| BIO | BIO | BIO
<<
z T T
() © TT T T T T TT T
Takoradi BIO- BIO-
Q. BIO | BIO |\ 0| BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | | BIO | BIO | BIO
ere Ari eme Ari
1¢r¢ période 2¢Me période
_ | Mar | Apr | May | Jun | Jul | Aug | Sep | Oct | Nov | Dec | Jan | Feb
w PAYS | Zone/Mois | 59 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 21 | 21
oy
" " T T
T LU T N S R T I ¢ Tl T T T
w . i i
§ g Abidjan | o) S:SR BIO | BIO | BIO | BIO | BIO la'gR Bio | BIO | BIO | BIO
— S
S 8 T T
B'i <'5 San Pedro T BIO- T T T T T BIO- T T T T
S g BIO | iog| B0 | BIO | BIO | BIO | BIO |- o | BIO | BIO | BIO | BIO
S T T
Q < Tema BlTo BIO- BITO B|To B|To BlTo B|To BIO- BlTo BITO BlTo B|To
v z MOR MOR
ag
n: ° Takoradi T BII)- T T T T T BIE)- T T T T
BIO | o | BIO | BIO | BIO | BIO | BIO | ° o | BIO | BIO | BIO | BIO
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DIFFICULTES GENERALES RENCONTREES:

= (Quelques périodes d'échantillonnage ne sont pas synchronisés entre
les pays d’'un méme case d’étude .

= Les périodes et les lieux des échantillonnages ne sont pas complets

par rapport a ce qui était prévu—> besoin de réorganisation des
données disponibles.
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WP1- Identification des stocks

I1l. ETAT D’AVANCEMENT POUR
LA GENETIQUE

Montse Pérez et Mar Gonzalez
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IIl- GENETIQUE @& Dewcr.

1- GENOTYPAGE :

Etude de la structure génétique des populations pour identifier les limites géographiques des stocks a I'aide des
marqueurs microsatellite.
Epinephelus aeneus Penaeus notialis

2 especes sélectionnées 2>
celles qui sont déja présentes
dans les bases de données
internationales :

- soit BOLD

- soit Barcode

- Mauritanie - Mauritanie
- Sénégal - Sénégal + The Gambia
) - Guinée-Bissau
2- SEQUENCAGE (Activité Complementaire) :
Pour les autres especes qui ne sont pas présentes dans ces bases internationales, un travail préliminaire d’intégration
de 'ADN de ces espéeces dans les bases de données internationales BOLD du projet Barcode of life, est aussi en cours.
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IIl- GENETIQUE & Dewer.

1- Génotypage : 2- Séquengage du géne mitochondrial
= Penaeus notialis Cytochrome Oxydase | (COI):

= Epinephelus aeneus = Pseudotolithus senegalensis
= Pagellus bellottii

'-:& All Color Browser - A9_SAL19_32_20210914_004304.fsa - [m] X
Bl e |«xAR||& || [#5 58115 320710814 004304 Fm jl
' 151.9] 169.1 ; Sample: SEC_23_FishF2
’ : EERIEEE]
! [201.8] : [214217.7] >
e Morceau du séquencage du gene COIl de P. bellottii (amplifié avec
<L I ﬁ les primers universelles pour les vertébrés FishF2 et FishR2),
c'est-a-dire la séquence des bases azotées des nucléotides
Example de PCR multiplex (4 paires de Primers) en E. aeneus (Adénine, Guanine, Cytosine et Thymine)
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I1l- GENETIQUE 1- GENOTIPAGE

Extraction d'ADN pour le génotypage: Penaeus notialis

Nombre . Nombre

Zone Mois Code d'échantillons fone s Code d'échantillons

ZEE Nov19 |ZEE_SOP_22/11/19 L1 2
LAN | Nov18 |LANCE183 1-50 >0 ZEE Nov19 |ZEE_SOP 22/11/19 L2 1 1
LAN Dec18 |LANCE 55 1-5 5 ZEE Nov19 |ZEE_SOP 22/11/19 L3 18
LAN Dec 18 |[LANO1, LANO2, etc. 20 ZEE Nov 19 |ZEE_SOP_22/11/19 L4 31
LAN Jan19 |LANCE 70_1-6 6 ZEE Nov19 |ZEE_SOP_22/11/19 L5 20
LAN Jan 19 LANCE 125 1-9 9 ZEE Nov19 |ZEE_SOP_22/11/19 L6 11
AN a0 19 |LANCE 150 1.9 9 ZEE Nov19 |ZEE_SOP_22/11/19 L7
NDB | Dec19 |SOP NDB 26/12/19 23 ZEE Nov19 |ZEE_SOP_22/11/19 18 7 1

ZEE Dec19 |ZEE_SOP_08/12/19 48

132 135

| L'extraction d'ADN & partir de

Nombre tissus conservés dans |'éthanol a
Zone Mois Code ‘e . IS IR T . N
d'échantillons été réalisée avec un kit ADN tres
CAS Sep 19 [SOP_CAS_29/09/19 5 o . , ,
SLO Oct 19 SOP_SLO_04/10/19_st.29 25 SpeCIflque en .ralson de elevee
SLO Oct19 |SOP_SLO_st.31 10 v ) contenu en graisse de la crevette.
40
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I1l- GENETIQUE

1)

2)
3)

4)

5)
6)

DemER.,
. . , . . ECOSVSTEMS
Choix des primers pour le génotypage de P. notialis

Accession n2 |Locus F R Bibliographie

AJ270749 PnSO1 F-5' TGCTGTTTGTGAGTCTT R-5' TGGCATGTTGCAGACAGTCC Robainas-Barcia et al. (2002)
AJ270753 PnS03 F-5' TGCTAA ATAAAAGTTTCTCGGTGAG [R-5' AAGCTTGTATTTGCGTGTCG Robainas-Barcia et al. (2002)
AJ270746 PnS04 F-5' CGATTTGCAGAACCCGTTTA R-5' GGGGGAGGGGTTAGAAAGAG |Robainas-Barcia et al. (2002)
AJ270758 PnS18 F-5' GTCTTATCAAAACCCAAAGG R-5' GAACCAGTCCCGGCCCTCTGC |Robainas-Barcia et al. (2007)
AJ427857 PnS20 F-5' CTTCCATATTCGCATGATGG R-5' ACCCGGGATCAAGCCCTTGC Robainas= =~ =~ ' 7777

Tests PCR avec des primers individuellement (avec différentes conditions
(T, t, concentrations des réactives)

Génotypage avec le séquenceur capillaire ABI3130

Analyse des résultats du processus pour vérifier que 'amplification est
correcte et que un signal correct a été obtenu apres le génotypage

Tests PCR multiplex (en une seule réaction on peux mettre les 5 paires de

primers) = 307 réactions PCR \ Pour éviter 307 x 5 paires primers—>1535
_ PCRs individuelles (il prends beaucoup de
PCR multiplex avec tous les échantillons temps et des réactives)

Génotypage et analyse des résultats
Probleémes avec les primers PnS03 et PnS20 dans certains échantillons.

Primers alternatives seront recherchées

gD
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- GENETIQUE Dewer.

Extraction d'ADN pour le génotypage: Epinephelus aeneus

Epinephelus aeneus Epinephelus aeneus

. Nombre . Nombre
Zone Mois Code Ve . Zone Mois Code e .
d'échantillons d'échantillons
NKC |Ao( 19 GPW_NKC_30/08/19 9 KAY Dec 19 GPW_KAY_05/12/19 37
NDB |Dec 19 GPW_NDB_12/19 17 SAL Dec 19 GPW_SAL_28/12/19 47
NDB |Jan 20 GPW_NDB_01/2020 2 NKI Jan 20 GPW_NKI_23/01/20 10
28 94
NZY Tissue gDNA Isolation Kit QlAamp DNA Mini Kit

Pour le thiof, I'extraction d'ADN a été
effectuée avec des kits d'extraction
d'ADN typiques a partir de tissus.
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I11- GENETIQUE

r |F R Bibliographie

RO1003 LGTGCAAGGCAAGCTGTGTTA AGCAGGCATCTTGTTATCTGG | Dor et al., 2014

ARO1045 | FACGAAGTATTTGGCTGAT GAGAAAGTGGCAATATTTGAC | Dor et al., 2014

ARO1083 | LCGGTTCTTCTTCTCTCCC TTACTGTTGATTGAGTTGTTGT | Dor et al., 2014

ARO1084 | GGGTTTATTTCAAAGGTCAG CCCAATGAGGTGTTCAATAT | Doretal., 2014

ARO 112% | TGATAGCTTTACATGCACTCA | CTGAACCTCACCCTGAAA Doretal., 2014

RO1120™ CTCTGATGCTGTTTACACAAC | TCTCCATCGAAGGTAAAGG Dor et al., 2014

< ARO1131 | JGTGTGTCAGAGGTGGGTT TGAATTTCACTGCATGTTTC Dor et al., 2014

| ARO1137 J/ATGGGTATAATTAGGACACACT | AGGAAAGGAGGGAGGAAA Dor et al., 2014
N——

1) Tests PCR avec des primers individuellement

2) Génotypage avec le séquenceur capillaire ABI3130

3) Analyse des résultats

4) Tests PCR multiplex avec différentes conditions:

2 PCR multiplex (de 4 primers quelque une) ont été teste

¢ N

PCR multiplex de tous les échantillons
avec 4 primers M1GPW

PCR multiplex avec les autres

4 primers

£258

-
N i

SO UEMOA

—

DEMER.
ECOSVS TEMS

=

Génotypage et
analyse des
résultats
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- GENETIQUE (@) 2- SEQUENCAGE DU GENE COL: R

Un fragment du géne mitochondrial Cytochrome Oxydase | (COI) sera séquencé
pour alimenter la base de données BOLD du projet Barcode of life.

« Aujourd’hui, le développement de la biologie moléculaire a permis de contribuer a cet objectif et
depuis plusieurs décennies un projet sur le Code-barres de la vie (Barcode of Life), est mené,
comme une initiative mondiale qui vise a inventorier la biodiversité de la planete. Il s'agit d'un
outil qui facilite et accélere les travaux menés par la taxonomie conventionnelle basée sur les
caracteres morphologiques, occupe une position intermédiaire entre les études conventionnelles
de phylogénie moléculaire et de génétique des populations. Cette technique suggere qu'un
fragment standard de 648 pb de la région du gene mitochondrial de la cytochrome ¢ oxydase |
(COI) sert comme une code-barres pour l'identification des espéces animales » (Daza, 2018).
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IIl- GENETIQUE ) 2- SEQUENCAGE DU GENE COL: Dever.

y STEM

Extraction d'ADN pour le séquencage:

Pseudotolithus senegalensis et Pagellus bellottii

A Pdgellus bellottii

Nombre
] o cod ) Nombre

one 2l ode d'échantillons AR Mois Code d'échantillons
TEM | Oct19 |PSS_TEM_17/10/19 13 TAD | Dec19 |PAR_TAD_04/12/19 13
TAD Oct 19 PSS _TAD_19/10/19 10 TEM Dec 19 |PAR TEM 30/12/19 10
23 ) )
23

NZY Tissue gDNA Isolation Kit

Critére de qualité o Pour les deux especes, I'extraction d'ADN sont été
c t t' 1"-::“-‘—' Vé . 1 . 1 . \
oncen r: lon | Bs260/ABS280 =0 . effec?tuee gvec des kits d’extractlon d A’D.N typiques a
(ng/uL) == .- partir de tissus pour le séquencage ultérieur .
> 20 1,7-2 R
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- GENETIQUE @) 2- SEQUENCAGE DU GENE COI: Dewcr.

Un fragment du géne mitochondrial Cytochrome Oxydase | (COI) séquencé pour
alimenter la base de données BOLD du projet Barcode of life.

Pas de probléme avec le gene COI de Pour Pseudotolithus senegalensis
Pagellus bellottii avec les primers n'est pas possible d'amplifier le géne -
-FishF2 et COl ni le gene du Cytochrome b
- FishR2

Réorganisation des genes mitochondriaux?

Nous allons essayer de séquencer les especes de poissons restantes, l
en utilisant le tissue organique disponible (ex : celui qui recouvre les

otolithes extraits dans les échantillonnages). Séquengage du mitogénome de P senegalensis

- GT5 DEMERSTEM, Sénégal 22-26 Nov 2021
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IIl- GENETIQUE (& iy

Le mitogénome de Pseudotolithus senegalensis est séquencé et une réorganisation des genes mitochondriaux est
observée chez cette espéece

E Organisation du mitogénome typique chez les vertébrés (Satoh et al., 2016)

coil = ND5

Les primers universelles FishF2 et FishR2 utilisées pour
I'amplification du gene COIl ont été congues sur la base des régions
flanquantes du gene COI.

Pour P. senegalensis, aucune amplification n'a été obtenue.

En effet, a droite du géne COI au lieu que le gene S1 apparaisse,
le géne S22 une des les primers ne peut pas sonner et

s'‘amplifier. J

Une reorganisation du mitogénome de P. senegalensis est envisagée




- GENETIQUE @ Dewer.

Travail en attente

- Revue des génotypages multiplex de P. notialis et E. aeneus pour une éventuelle répétition de
certains échantillons/primers.

- Reéalisation du deuxiéme multiplex PCR pour E. aeneus avec les 4 paires de primers restants.
- Analyse des données apres lecture du génotypage.

- Extraction d'ADN, PCR multiplex et génotypage des échantillons de la deuxieme période
d'échantillonnage.

- Analyse ultérieure des données apres lecture du génotypage.
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1.1 Amélioration de I'accessibilité aux données. —l

WP1 — Tasks —— Dt

. .. Traits d’histoire de
Genetique :

Morphométrie
vie

e 2 espéces. e Analyses basées * Croissance,
e Etude de la structure sur des mesures mortalité,

genethye des morphométriques recrutemgnt,
populations pour de Pespace reproduction et
identifier les limites P ‘ distribution

géographiques des
stocks a l'aide des
marqueurs
microsatellite

Travail en course...

VOIR PPT “DEFINITION DES STOCKS_IV-Morphométrie_IEQ”




