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Résumé

Cette these s’intéresse a la caractérisation comparative des mitogénomes de dix especes
d'orthopteres de la sous-famille Oedipodinae, réparties en sept genresre présentés en Algérie.
Neuf de ces especes ont été séquencées pour la premiére fois, apportant les premiéres données
génomiques mitochondriales complétes pour leurs genres respectifs.

Les mitogénomes, obtenus grace au séquengage de nouvelle génération suivi d’un assemblage
de novo, présentent une taille comprise entre 15 603 et 15 766 pb. Ils se présentent sous forme
de molécules circulaires bicaténaires, codant pour les 37 genes typiques des génomes
mitochondriaux des insectes. L'analyse des caractéristiques des mitogénomes révele une
homogénéité remarquable concernant la composition en AT, le biais nucléotidique et 1’'usage
des codons. Les génes codant pour des proté€ines s'initient généralement par des codons ATN
conventionnels, a I’exception du géne COX1 chez Sphingonotus octofasciatus, qui commence
par un codon CCG. Les deux genes d’ARN ribosomique sont localisés sur le brin-N et les 22
ARNt adoptent des structures caractéristiques en feuille de tréfle, hormis trnS (AGN) qui
présente une structure tronquée sans bras DHU. Les ARNt codés sur le brin-N portent deux a
trois fois plus de paires de bases non canoniques que ceux codés sur le brin-J. Les régions
riches en A+T manifestent une variabilité interspécifique significative en termes de
composition nucléotidique, de taille et de nombre d'unités répétées, bien que certains blocs
conserves y soient détectés.

L’analyse phylogénétique, basée sur quatre jeux de données et menée selon les approches de
Maximum de Vraisemblance et d’Inférence Bayésienne, met en évidence une paraphylie des
sous-familles Oedipodinae, Acridinae et Gomphocerinae, avec des valeurs statistiques
robustes. Ces résultats révelent des discordances notables entre la classification actuelle et les
relations évolutives déduites, soulignant la nécessité d’une révision taxonomique approfondie
au sein des Acrididae.

Mots clés : Acrididae ; composition nucléotidique ; génes codant pour des protéines ; NGS ;
phylogénie ; région riche en A+T.



Abstract

This thesis focuses on the comparative characterization of the mitogenomes of ten species of
Oedipodinae grasshoppers from Algeria, distributed across seven different genera. Nine of
these species have been sequenced for the first time, providing the first complete
mitochondrial genomic data for their respective genera.

The mitogenomes, obtained through next-generation sequencing and de novo assembly, range
in size from 15,603 to 15,766 bp. They are circular, double-stranded molecules encoding the
37 genes typically found in insect mitochondrial genomes. Analysis of the mitogenome
characteristics revealed similarities in AT content, AT skew and GC skew, codon usage, and
nucleotide bias. All protein-coding genes begin with a typical ATN codon, except for the
COX1 gene in Sphingonotus octofasciatus, which starts with a CCG codon. The two
ribosomal RNA genes are located on the N-strand, and the 22 tRNAs fold into the typical
cloverleaf structures, except for trnS (AGN), which has a truncated structure that lacks the
DHU arm. tRNAs encoded on the N-strand contain two to three times more non-canonical
base pairs than those on the J-strand. The A+T-rich regions of the ten species vary in terms of
their nucleotide composition, length, and number of repeated units. Furthermore, conserved
blocks are identified in all species within these regions.

Phylogenetic analysis, based on four datasets and conducted using Maximum Likelihood and
Bayesian Inference approaches, reveals paraphyly of the subfamilies Oedipodinae, Acridinae,
and Gomphocerinae, with robust statistical support. These findings highlight inconsistencies
between the current taxonomy and the phylogenetic relationships of these subfamilies within
the Acrididae, suggesting the need for a comprehensive taxonomic revision.

Keywords: Acrididae; A+ T-rich regions; NGS; nucleotide composition; phylogeny; protein-
coding genes.
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Introduction générale

Introduction générale

Les insectes constituent le groupe d'étres vivants le plus diversifi¢ du régne animal. En
conséquence, c’est aussi la plus incompletement inventoriée (Gillon, 1990). Selon diverses
estimations (Novotny et al., 2002 ; Chapman, 2006 ; Raven et al., 2012 ; Braud et al., 2014),
le nombre total d'espéces d'insectes pourrait atteindre plusieurs dizaines de millions (5-80
millions), dont seulement un cinquiéme ont ét¢é nommeées (Stork, 2018). Environ 7 000 (Braud
et al., 2014) a 10 000 (Raven et al., 2012) nouvelles espéces inventoriées par an, tandis que 17
500 a 35 000 autres s’éteignent a tout jamais, la plupart avant méme d’étre découvertes

(Braud et al., 2014).

L’importance écologique des insectes est immense, et leur biodiversité est un facteur
important pour la conservation de la nature, l'intégrit¢ de l'environnement et le potentiel
invasif de certaines especes généralistes (Cardoso et al., 2020). Mais ils sont actuellement
confrontés a un déclin alarmant. L’étude de Sénchez-Bayo et Wyckhuys (2019) révele que
plus de 40% des espéces d'insectes sont menacées d'extinction. Les causes principales de ce
déclin sont : la destruction des habitats, la pollution, 'urbanisation, l'agriculture intensive,
lI'introduction d'espeéces invasives et les changements climatiques (Sanchez-Bayo et
Wyckhuys, 2019 ; Hernandez, 2020). Ce déclin rapide pourrait avoir des conséquences

majeures sur la biodiversité et les services écosystémiques (Cardoso et al., 2020).

L’identification d’une espéce est le premier pas vers une meilleure connaissance de
I’insecte (Braud et al., 2014) car l'identification précise des organismes est une pierre
angulaire fondamentale de pratiquement toutes les recherches biologiques et sous-tend de
nombreuses sciences environnementales appliquées (Balakrishnan, 2005; Samulkové et al.,
2025). Elle est essentielle a la compréhension des paramétres clés de la diversité des especes,
des interactions écologiques et des processus évolutifs (Wiley, 2007 ; Gascon et al., 2015 ;
Siddig et al., 2016 ). Cependant, son importance va au-dela de la recherche théorique et joue
un réle clé dans la conservation de la nature, l'évaluation des impacts humains sur les
écosystemes et le soutien a la lutte biologique contre les espéces envahissantes (Buckley et
Jetz, 2008 ; Sentis et al. 2015 ; Myhrvold et al., 2015 ; Samulkova et al., 2025). La taxonomie

est donc essentielle pour explorer et comprendre la biodiversité (Scarpa, 3013).
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Introduction générale

1. Limites de Didentification morphologique et transition vers les approches

moléculaires
1.1. Limites de I’identification morphologique

La taxonomie repose traditionnellement sur des traits morphologiques et écologiques
pour interpréter et classer la diversité biologique. Cependant, cette approche présente

plusieurs limites (Scotland et al., 2003 ; Dayrat, 2005) :

- D’identification morphologique prend beaucoup de temps et peut donner des résultats

ambigus (Goyal & Sobti 2022) ;

- les espéces cryptiques ou sceurs peuvent étre mal identifiées en raison de la variabilité

phénotypique ;

- les variations morphologiques liées a I'environnement ou a d'autres facteurs peuvent rendre

difficile l'identification d'especes cryptiques en raison de la malléabilité phénotypique ;

- les taxons morphologiquement énigmatiques sont courants dans de nombreux groupes

négligés par cette approche (Jarman & Elliott, 2000) ;

- les clés morphologiques sont souvent limitées a des stades de vie particuliers, ce qui restreint

leur utilisation ;

- l'utilisation de clés morphologiques requiert un haut niveau de compétence afin d'éviter les

erreurs d’identification (Xiao et al., 2010 ; Nazir et al., 2014).

Au cours des derniéres décennies, les progrés des technologies moléculaires ont
accéléré notre compréhension de la taxonomie, permettant de surmonter les limites des
méthodes classiques d'évaluation morphologique (Deka, 2021 ; Goyal & Sobti, 2022).
L'utilisation croissante des marqueurs moléculaires, en particulier de I’ADN mitochondrial
(ADNmt), a permis de révéler des modeles cryptiques de diversité d'espéces qui ne peuvent
étre discernés par les seules études morphologiques classiques (Scarpa, 2013). Cette transition
a ouvert de nouvelles voies pour dépasser les contraintes imposées par les délimitations

d'especes basées uniquement sur des informations morphologiques (Moritz et Hillis, 1996).

Dans ce contexte, 1'utilisation de ' ADNmt a révolutionné les domaines de la taxonomie
et de la phylogéographie (Zhang et Hewitt, 1996 ; Avise, 2000 ; Pereira et al., 2020),
particulierement dans les études phylogénétiques grace aux progrés des techniques de

séquencage et des méthodes d'analyse statistique robustes (Deka, 2021). Son efficacité a été
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démontrée dans divers groupes, notamment chez les insectes (Guryev et al., 2001), y compris
chez les Orthopteres (Flook & Rowell, 1997 ; Chapco & Litzenberger, 2002), en apportant
une meilleure résolution des relations phylogénétiques profondes (Saccone et al., 1999 ; Gao
et al., 2017). L’ADNmt est aussi largement utilisé¢ en génétique évolutive pour estimer les
temps de divergence entre taxons et évaluer les taux de mutation a partir de sites supposés

neutres (Haag-Liautard et al., 2008).
1.2. Marqueurs moléculaires pour ’identification et la phylogénie

La phylogénie moléculaire exploite les informations contenues dans les séquences
d'ADN cibles pour évaluer les relations évolutives entre les groupes d'organismes, contribuant
significativement a la phylogénie et a la taxonomie a différents niveaux hiérarchiques, ce qui
a conduit, au cours des dernicres décennies, a de nombreux changements dans la

réorganisation phylogénétique de plusieurs taxons (Scarpa, 2013).

1.2.1. Code-barres ADN

Le code-barres ADN est une méthode essentielle pour évaluer et surveiller la diversité
des especes face aux menaces croissantes qui pesent sur la biodiversit¢ mondiale (Odah,
2023). Le concept de « DNA barcoding » ou « code-barres ADN » a été initialement proposé
par Hebert et al. en 2003, qui a été acceptée par les scientifiques pour l'identification des
especes animales. Cette approche repose sur le séquencage d'une région standardisée de
I’ADNmt d'environ 650-710 pb codant pour la sous-unit¢ 1 du geéne de la cytochrome c
oxydase (COXI1) (Folmer et al., 1994 ; Hebert et al., 2003). L'hypothese fondamentale du
code-barres ADN est que chaque espeéce posséde une séquence unique dans ce gene,
permettant une bio-identification rapide et numérique des animaux a n'importe quel stade de
leur vie ou a partir de fragments (Hebert et al., 2003 ; Janzen et al., 2005 ; Pires & Marinoni,
2010). L'utilisation de courtes régions génétiques standardisées comme étiquette interne
d'espeéce pour reconnaitre l'espéce est une méthode précise, fiable et rapide (Janzen et al.,
2005 ; Hebert & Gregory, 2005). Ce segment du géne COX1 mitochondrial a été largement
accepté pour l'identification précise des espéces animales (Hebert et al., 2003, 2004), séparant
efficacement les especes sur la base des variations interspécifiques et intraspécifiques (Matz
& Nielsen, 2005) et aidant a résoudre les complexes d'espéces cryptiques (Burns et al., 2007 ;
Deng et al., 2012), ainsi que les études écologiques (Valentini et al., 2009). Les données

générées sont également utilisées pour construire des bibliothéques de référence de codes-
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barres pour 1'identification des especes inconnues en faisant correspondre les séquences avec

les especes connues (Guralnick & Hill, 2009 ; Janzen et al., 2009).

Le code-barres ADN, bien qu'étant un outil puissant pour l'identification et 1'é¢tude de la

biodiversité, présente des limites liées a :

- ’absence d’un concept d’espéce bien défini, utilisable de maniére cohérente dans le code-

barres de I’ADN (Rubinoff et al., 2006 ; Pires & Marinoni, 2010) ;

- la grande variabilit¢ dans les régions adjacentes a l'amorce peut rendre les amorces

universelles inutilisables (Sanna et al., 2009) ;

- I’absence de différences génétiques diagnostiques entre certaines especes pourtant distinctes
au plan morphologique, du fait par exemple d’un temps de divergence court (Meyer &
Paulay, 2005 ; Bouzid et al., 2008) ou d’un phénoméne d’introgression entre les especes

(Funk & Omland, 2003) ;

- les fortes variations génétiques au sein d’autres especes, pouvant suggérer 1’existence
d’especes distinctes, mais résultant plutdt de 1’existence d’une forte variabilité génétique entre

populations géographiquement isolées (Decaéns et al., 2013) ;

- le risque d’amplification de pseudogenes (ou copies nucléaires) qui peuvent engendrer des
complications méthodologiques et affecter la fiabilit¢ des résultats (Song et al., 2008 ;

Decaéns et al., 2013).

Il convient également de noter que le code-barres ADN basé sur la région COX1 a
montré des problémes dans 1’identification d’insectes (Siozios et al., 2020 :Samulkova et al.,
2025), comme le démontrent plusieurs études (tableau 1), soulignant la nécessité de données

plus robustes.
1.2.2. Mitogénomes : un outil puissant pour la phylogénie

Au début, seules des régions d’AND mitochondriales relativement courtes étaient ciblées,
mais avec l'amélioration des méthodologies, le séquencage de génomes mitochondriaux
complets est devenu plus courant, méme lors de 1'exploration de modéles complexes tels que
I'ADN ancien. Les génomes mitochondriaux complets sont particuliérement utiles pour tenter
de répondre a des questions de longue date sur I'évolution humaine ou pour explorer I'histoire
évolutive d'especes énigmatiques (Hahn et al., 2013). Le séquencage du mitogénome et son
organisation génétique offrent plus d'informations que les séquences courtes de mono ou

multi géne (Fenn et al., 2008 ; Gao et al., 2017), ce qui permet d'explorer la phylogénie,
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Tableau 1. Récapitulatif de quelques échecs d'identification d'insectes par code-barres

d’ADN (COX1), avec les causes et références associées.

group ¢ Espece / Genre Causes de I’échec Référence
d’insectes
Lepidoptera = Astraptes fulgerator Espéces cryptiques non distinguées | Brower (2006)
Lepidoptera : Erynnispropertius et E . . . Zakharov et
Hesperiidae horatius Introgression mitochondriale. al.. 2009
Lepidoptera : = Calycopiscecropset . . . Cong et al.,
I o (- Introgression mitochondriale. 2017
Dintera: Introgression mitochondriale, 12:661}; ct ale'i
ptera: Anastrepha fraterculus | Divergence de COXI1 insuffisante .

Tephritidae (<1 %) Bartolini et

o al., (2020)
Grasshoppers Qua:c e So‘{s'fa?n?”es Coamplification de Numts avec Song et al.,

différentes d'Acrididae |,
et crayfish I"ADNmt orthologue. 2008
et genre Orconectes
Orthoptera . . Especes morphologiquement | Zhou et al.,
Tettigoniidae Plusieurs especes distinctes non séparées. 2019
Tri  incomplet des  lignées,

Acrididae : Bryodemini et hzgﬁ)at;ré’s p rfr?ftr(f:ion driagz Kock et al,
Oedipodinae = Sphingonotini p & 2024

(NUMTs) et taxonomie imparfaite

dans les bases de données
'écologie des communautés, 1'évolution moléculaire et la biogéographie des animaux (Hahn
et al., 2013 ; Timmermans et al., 2014 ; Ge et al., 2022). L'analyse phylogénétique utilisant
des séquences entieres du mitogénome a produit des résultats robustes et a fourni des signaux
phylogénétiques meilleurs que ceux obtenus a I'aide de geénes uniques (Zhang et al., 2021). En
taxonomie et en phylogéographie, le mitogénome s'est imposé comme un marqueur de choix
en raison du nombre €levé de copies mitochondriales par cellule et donc de son accessibilité,
de sa stabilité dans les échantillons de musée et de son taux d'évolution rapide (Hahn et al.,

2013 ; Pereira et al., 2020).

La comparaison des mitogénomes est désormais une méthode courante pour
reconstruire 1’évolution du génome, apportant des données précieuses sur les relations
phylogénétiques (Boore et al., 2005). Son utilisation permet aussi d’étudier les origines des
populations via des échantillons anciens issus de spécimens muséaux, archéologiques ou
fossiles (Nesheva, 2014). Le génome mitochondrial posséde des caractéristiques uniques :
organisation hautement économisée (I’absence d’introns), absence de recombinaison,

transmission maternelle, contenu et organisation génétiques conservés et taux de mutation
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¢levé par rapport au génome nucléaire (Wei et al.,, 2010 ; Hahn et al., 2013 ; Li, 2019 ;
Nascimento et al., 2021), ce qui en fait un outil puissant pour dater les événements évolutifs et
retracer les migrations des insectes aux mammiféres (Haag-Liautard et al., 2008 ; Wei et al.,
2010 ; Nascimento et al., 2021). Il s’est révélé efficace dans le diagnostic des especes, la
génétique des populations et 1’é¢tude des relations évolutives pour divers taxons animaux

(Yang et al., 2018).

Le mitogénome est devenu un moteur de la phylogénétique (Gao et al., 2017) et
l'alternance entre régions conservées et variables dans sa séquence a permis la conception
d’amorces universelles, simplifiant son amplification et son séquencage par rapport a I’ADN
nucléaire (Ladoukakis et al., 2017). Son role central dans la phylogénie s’illustre aussi par
I’utilisation d’arbres phylogénétiques pour organiser 1’histoire évolutive des organismes et

améliorer leur identification (Balaban et al., 2024).

Au cours des derniéres années, le séquencage des génomes mitochondriaux a connu une
accélération remarquable, rendue possible par les avancées technologiques majeures dans le

domaine du séquengage a haut débit. (Bronstein et al., 2018 ; Zardoya, 2020).
2. Outils technologiques : séquencage de nouvelle génération (NGS)

Le processus de séquencage de 1'ADN utilise des méthodes biochimiques afin de
déterminer l'ordre correct des bases nucléotidiques dans une macromolécule d'ADN a l'aide
de séquenceur (Kchouk et al., 2017). Le séquencage de Sanger « séquengage de premicre
génération » (Tyagi & Bhide, 2020 ; Saini et al., 2023) a ¢été largement utilisé pendant trois
décennies et encore aujourd'’hui pour le séquencage d'ADN simple ou a faible débit.
Cependant, il est difficile d'améliorer davantage la vitesse d'analyse qui ne permet pas le
séquencage de génomes complexes, le séquencage restait extrémement colteux et prenait

beaucoup de temps (Kchouk et al., 2017).

Les technologies de séquencage de nouvelle génération ont émergé pour briser les
limites de la premicre génération (Kchouk et al., 2017). Les nouvelles méthodes de
séquencage sont appelées « Séquengage massivement parallele » (MPS) (Klein et al., 2014),
ou plus communément « Séquencage de Nouvelle Génération » « Next Generation
Sequencing (NGS)», qui fait référence a des technologies de séquencage de 'ADN modernes
et tres performantes permettant de déterminer rapidement et a moindre colit la séquence
nucléotidique compléte de génomes entiers (Chen et al., 2013 ; Krahn et al., 2016 ; Bronstein

et al., 2018 ; Tyagi & Bhide, 2020 ; Saini et al., 2023). Le séquencage de nouvelle génération
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a évolué rapidement depuis son avénement au début des années 2000. Deux approches
biotechnologiques distinctes se sont succédé, permettant de distinguer aujourd'hui
chronologiquement des méthodes de séquengage de deuxiéme, puis de troisieme génération,
qui se distinguent par des principes techniques et des performances radicalement différents

(Goodwin et al., 2016).

Les caractéristiques de base de la technologie de séquencage de nouvelle génération
sont : (1) les technologies NGS sont des systémes massivement paralleles reposant sur
I’immobilisation de millions, voire de milliards de matrice d’ADN sur une surface solide; (ii)
l'accélération du séquengage du processus par rapport a la premiere génération ; (iii) le faible
colt du séquencage et (iiii) le résultat du séquencage est directement détecté sans nécessiter
d’¢lectrophorese (Kchouk et al., 2017 ; Asrat, 2021). Une caractéristique supplémentaire des
systemes NGS est le besoin accru de puissance informatique et de stockage nécessaire pour

traiter et conserver les données massives produites (Asrat, 2021).

Aujourd'hui, un certain nombre de plateformes et de technologies NGS différentes sont
disponibles, avec des formats, des performances, des modeles d'erreur et des exigences
opérationnelles variés (MacCannell, 2019). Les principales technologies de NGS actuellement

utilisées, classées par plateforme, sont :

- Le pyroséquencage 454 représente la premicre technologie de séquencage de nouvelle
génération, initialement mise au point par 454 Life Sciences puis acquise par Roche. Cette
innovation, émergée dans les premieres années 2000 et lancée commercialement en 2005,
repose sur la détection du pyrophosphate libéré lors de I’incorporation d’un nucléotide,
générant un signal lumineux proportionnel. Le pyroséquengage 454 se distingue par sa
capacit¢ a produire des lectures relativement longues (~400-700 pb) avec une vitesse
d'exécution appréciable, mais présente 1’inconvénient d’un colt élevé et d’une sensibilité
marquée aux séquences d’homopolymeéres (Margulies et al., 2005 ; Ahmadian et al., 2006 ;

Kchouk et al., 2017) ;

- Illumina/Solexa. La technologie de séquencage développée par Solexa a été introduite en
2006, avant que la société ne soit rachetée par Illumina en 2007. Cette acquisition marque le
lancement du Genome Analyzer, qui s’ imposera rapidement comme la plateforme dominante,
grace a sa grande précision, son colt relativement faible et sa capacité de montée en débit. Le
séquencage appliqué dans cette technologie repose sur I’incorporation de nucléotides modifiés

par des terminateurs réversibles couplés a des fluorochromes, permettant la détection
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séquentielle de chaque base au cours d’une synthése d’ADN réalisée sur une flow cell. Cette
plateforme se caractérise par son trés haut débit et la production de lectures courtes (~150-300

pb) (Bentley et al., 2008 ; Kchouk et al., 2017).

- Sequencing by Oligo Ligation Detection (SOLiD) a ¢été publié par Applied Biosystem
(maintenant Thermo Fisher Scientific) vers de 2007-2008. Le séquengage appliqué dans cette
technologie repose sur la ligation séquentielle d'oligomeres marquées. Il utilise deux bases
d'interrogation par ligation pour déterminer la s€quence. SOLiD se caractérise par trés grande
précision, lectures courtes (~50-75 pb), mais traitement bioinformatique complexe (Ahmadian

et al., 2006 ; McKernan et al., 2009 ; Kchouk et al., 2017).

- Ton Torrent, commercialis¢ par Life Technologies en 2010, représente la derniére
technologie de cette génération de séquencgage. Son principe de séquencage repose sur la
détection des ions hydrogene émis durant I'incorporation des nucléotides grace a un systéme
de capteurs a semi-conducteurs. Cette approche présente 'avantage d'étre rapide et de ne pas
nécessiter de marquage par fluorescence, cependant elle montre des limitations en termes de

précision lors du séquengage des régions homopolymériques (Rothberg et al., 2011).

Ces plateformes de séquencage NGS varient en termes de débit (nombre de pb totales
séquencées au cours du run), de colt du séquengage par pb, de taux d'erreur, le temps
d’exécution et de structure de lecture (longueur de lecture en pb et nombre de lectures par

run) (Goodwin et al., 2016).

Les approches de séquengage NGS sont divisées en deux grandes approches établies
sur la chimie du séquencage: le séquencage par ligature pour SOLiD et le séquengage par
synthese pour le pyroséquencgage 454, Illumina GA, Ion Torrent (Barzon et al., 2011 ; Chen et
al., 2013 ; Goodwin et al., 2016 ; Asrat, 2021).

Le fonctionnement du systtme NGS comprend quatre ou cing étapes principales :
l'extraction des acides nucléiques, la préparation de la librairie (construction de la librairie et
génération de clusters), le séquengage et l'analyse des données a l'aide d'une série

d'algorithmes bioinformatiques (MacCannell, 2019 ; Cheng et al., 2023 ; illumina 2025).

Dans ce contexte méthodologique en constante évolution, 'application des approches
moléculaires modernes aux groupes taxonomiques complexes revét une importance
particuliere (Hebert et al., 2003 ; Rubinoff et al., 2006 ; Hajibabaei et al., 2007 ; Cameron et
al., 2007 ; Song et al., 2015). Parmi ces groupes, les Oedipodinae (Orthoptera : Acrididae)

représentent un systeme modele intéressant pour les études évolutives et biogéographiques et
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illustrent parfaitement les défis contemporains de la systématique moléculaire (Chapco et al.,
2001 ; Woller et al., 2014 ; Dey & Husemann, 2016). Cette sous-famille, caractérisée par une
diversité morphologique remarquable et une distribution géographique étendue (Fries et al.
2007 ; Sofrane et al., 2022), a longtemps posé des difficultés taxonomiques que les seules
approches morphologiques traditionnelles n'ont pu résoudre de manicre satisfaisante (Dayrat
2005 ; Chapco & Contreras, 2011 ; Husemann et al., 2012 ; Defaut 2014a). De plus, des
¢tudes phylogénétiques antérieures ont suggéré que la sous-famille est relativement récente
(Song et al., 2015), tout en montrant que les relations au sein de la sous-famille et sa
biogéographie demeurent difficiles a résoudre (Fries et al. 2007, Chapco & Contreras 2011).
Les incohérences phylogénétiques mises en évidence par les premiers marqueurs
moléculaires, combinées a la présence persistante d'especes cryptiques et a la complexité des
relations intergénériques (Husemann et al., 2013 ; Defaut 2014b), font des Oedipodinae un
modele d'étude privilégié. Le recours au séquencage complet des génomes mitochondriaux,
désormais facilité par les technologies de séquencage de nouvelle génération (NGS), offre une
perspective nouvelle et puissante pour clarifier leur systématique (Cameron, 2014 ;

Crampton-Platt et al., 2016).
3. Oedipodinae : diversité, écologie et défis taxonomiques
3.1. Caractéristiques générales et distribution

Les Oedipodinae Walker, 1871 (Orthoptera : Acrididae) (Cigliano et al., 2025),
également connus sous le nom de criquets a ailes colorées (band-winged grasshoppers) (Fries
et al., 2007 ; 2016 ; Gupta et al., 2019), constituent une sous-famille d'orthoptéres caeliferes
de la famille des Acrididae (Cigliano et al., 2025). Ils sont répartis sur les principaux
continents, ce qui en fait la sous-famille la plus cosmopolite des 28 sous-familles des
Acrididae (Song et al., 2018 ; Cigliano et al., 2025). Cette sous-famille représente un groupe
diversifi¢ avec plus de 1000 especes/sous-especes valides, 138 genres et 16 tribus (Cigliano et
al., 2025). Elle constitue la quatriéme sous-famille d'Acrididae la plus riche en especes dans le
monde et la plus diversifiée en Algérie (Song et al., 2018 ; Sofrane et al., 2022 ; Louveaux et
al., 2023). En Algérie, la sous-famille comprend 58 especes connues appartenant a 18 genres
(Louveaux et al., 2023). Parmi les Oedipodinae, on compte plusieurs ravageurs majeurs, tels
que le criquet migrateur (Locusta migratoria), le criquet pelerin australien (Chortoicetes

terminifera) et le criquet a ailes claires (Camnula pellucida) (Fries et al., 2007).
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Les criquets, y compris les Oedipodinae, constituent des herbivores dominants et
représentent une composante omniprésente des prairies du monde entier (Uvarov, 1966 ;
Mitchell et Pfadt, 1974 ; Gangwere et al., 1997 ; Cigliano et al., 2000 ; Guo et al., 2006). Ils
occupent une place écologique essentielle dans les écosystémes terrestres en tant que
consommateurs primaires d'herbacées et proies pour divers prédateurs (Joern & Gaines, 1990
; Belovsky & Slade, 1993), soutenant ainsi d'autres composantes biologiques de 1'écosysteme
(Belovsky et Slade, 1993). Les criquets constituent également d'excellents indicateurs de
l'utilisation du paysage car ils sont écologiquement sensibles tout en demeurant suffisamment
mobiles et abondants pour servir de bioindicateurs (Samways & Sergeev, 1997 ; Gebeyehu &
Samways, 2002 ; Bazelet & Samways, 2014). Cependant, leur importance écologique
s'accompagne d'un impact économique potentiellement majeur (Sultana et al., 2022),
particuliérement lors de pullulations acridiennes susceptibles de provoquer des pertes
agricoles significatives, notamment dans les zones arides et semi-arides (Bughio et al., 2012 ;

Latchininsky, 2013 ; Hou et al., 2020).
3.2. Caractéristiques morphologiques et adaptations écologiques

Les Oedipodinae se distinguent des autres sous-familles d’Acrididae par plusieurs traits
morphologiques spécifiques. Leur corps est généralement robuste et bien adapté aux
environnements ouverts et arides. La structure des ailes est particulierement remarquable,
avec des ailes postérieures souvent colorées de teintes vives, servant a la fois pour la
communication et la dissuasion des prédateurs. De plus, la forme et la texture du pronotum
varient considérablement entre les espeéces, constituant un critére important pour

I’identification taxonomique (Dirsh, 1965 ; Uvarov, 1966 ; Otte, 1984).

Ces caractéristiques morphologiques jouent un role clé dans 1’adaptation écologique des
Oedipodinae. Leur coloration cryptique permet de se fondre dans leur environnement, offrant
un camouflage efficace contre les prédateurs (Uvarov, 1966 ; Bafios-Villalba et al., 2018).
Leur régime alimentaire est principalement composé de graminées, bien que certaines especes
montrent des préférences pour des plantes spécifiques en fonction de leur habitat. En termes
de cycle de vie, la plupart des Oedipodinae suivent un développement saisonnier influencé par
les conditions climatiques, ce qui leur permet d’exploiter efficacement les ressources

disponibles dans leur écosystéeme (Otte, 1984).
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3.3. Région de Biskra : un carrefour écologique

La région de Biskra illustre parfaitement la complexité écologique des milieux ou
prosperent les Oedipodinae (Harrat & Moussi, 2014). Située a la jonction du nord
méditerranéen et du sud saharien, cette région se distingue par un climat aride a semi-aride,
caractérisé par des températures estivales €élevées et des précipitations faibles et irréguli¢res
(ONM 2020). Son relief contrasté, alternant zones désertiques, formations steppiques et oasis,
engendre une hétérogénéité écologique notable, favorisant une diversit¢ d’habitats et
influencant directement la répartition spatiale des espéces (Moussi et al., 2011 ; Deghiche-

Diab et al., 2020). Cette mosaique d'habitats offre un cadre exceptionnel pour comprendre les

mécanismes d'adaptation et de spéciation au sein du groupe.

Les particularités environnementales de Biskra conditionnent la distribution des
Oedipodinae, qui privilégient certains types d’habitats en fonction de leurs besoins
¢cologiques. Par exemple, certaines especes sont principalement associées aux milieux
ouverts et secs, tandis que d’autres se trouvent en bordure d’oasis ou dans des zones
présentant une végétation plus dense et une disponibilité hydrique accrue. Les fluctuations
climatiques influencent également les cycles de vie et les comportements des especes,
notamment en ce qui concerne leur reproduction et leurs migrations saisonnic¢res (Doumandji

et al., 2006 ; Moussi et al., 2011).

D’un point de vue biogéographique, la région de Biskra occupe une position stratégique
en tant que zone de transition entre le nord méditerranéen et le sud saharien. Ce role de
carrefour écologique favorise la rencontre entre des espéces d’origines diverses, contribuant
ainsi a une richesse spécifique notable. Cette position géographique pourrait également jouer
un role déterminant dans 1'évolution des populations locales, en facilitant les échanges
génétiques entre populations septentrionales et méridionales, ou au contraire, en créant des
barrieres €cologiques favorisant l'isolement reproducteur et la spéciation allopatrique (Le

Houérou, 2009 ; Blondel et al., 2010).
3.4. Historique, évolution de la taxonomie des Oedipodinae et défis actuels

L’histoire taxonomique des Oedipodinae remonte aux premicres descriptions établies
par les pionniers de 1I’entomologie. Initialement, ces criquets ont été classés sur la base de
caractéres morphologiques visibles, tels que la forme du corps, la structure des ailes et les
motifs de coloration (Dirsh, 1975). Ces premicres tentatives de classification ont permis de

regrouper les espeéces partageant des caractéristiques communes, bien que les critéres
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employés fussent parfois subjectifs et dépendants des outils d’observation disponibles a

I’époque (Mayr, 1982).

Avec I’évolution des connaissances, les criteres de classification des Oedipodinae ont
considérablement changé. La taxonomie traditionnelle, fondée essentiellement sur la
morphologie externe, a progressivement intégré des approches plus complexes, incluant des
analyses comportementales, écologiques et surtout moléculaires (Faye, 2017). L’essor des
techniques de biologie moléculaire a permis de comparer les séquences ADN entre différentes
especes, révélant parfois des divergences insoupconnées entre des taxons morphologiquement
proches (Scarpa, 2013). Cette transition a ainsi contribué¢ a une révision en profondeur des

relations phylogénétiques au sein des Oedipodinae.

Les révisions taxonomiques récentes ont mis en évidence plusieurs conflits, notamment
entre les classifications fondées sur les caractéres morphologiques et celles basées sur les
données génétiques (Fries et al., 2007 ; Husemann et al., 2012 ; Defaut, 2014b ; Song et al.,
2018). Dans certains cas, des espéces historiquement considérées comme distinctes se sont
révélées éetre des variantes d’un méme taxon, tandis qu’inversement, d’autres especes
morphologiquement similaires ont été divisées en plusieurs entités distinctes sur la base de
leur ADN (Hillis et al.,, 1996). Ces controverses ont conduit a des propositions de
réorganisation taxonomique, dont certaines restent aujourd’hui débattues (Chapco &

Litzenberger, 2001 ; Bugrov et al., 2006 ; Song et al., 2018).

La phylogénie des Oedipodinae fait I'objet de nombreuses études moléculaires (Petit,
2005 ; Fries et al., 2007 ; Liu et al., 2008 ; Chapco & Contreras, 2011 ; Husemann et al.,
2012, 2013, 2014, 2015 ; Song et al., 2018 ; Hochkirch et al., 2023). Toutefois, en Algérie,
seules deux études ont abordé ce sujet (Moussi et al., 2018 ; Sofrane et al., 2022). Ces travaux
reposent sur l'analyse du code-barres ADN combinée a d'autres marqueurs mitochondriaux
(CYTB, NDS5, 12S) et/ou nucléaires (ITS, 18S, H3). Néanmoins, ces approches moléculaires
révelent parfois une résolution phylogénétique insatisfaisante, accompagnée d'incohérences
par rapport a la classification systématique établie (Fries et al., 2007 ; Husemann et al., 2012 ;
Song et al., 2018). La taxonomie de cette sous-famille demeure problématique et nécessite
une révision approfondie, d'autant plus que les données génétiques disponibles restent
lacunaires. L'absence de séquences code-barres ADN pour de nombreux genres et régions

géographiques illustre ces lacunes.
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Dans ce contexte, une meilleure compréhension de la diversité, de la systématique et de
1'évolution des Oedipodinae est indispensable non seulement pour renforcer les stratégies de
gestion durable des populations acridiennes, mais aussi pour assurer la préservation des
équilibres écologiques (Chapco & Contreras 2011 ; Hochkirch et al., 2023). La région de
Biskra, par sa richesse spécifique et sa position biogéographique unique, constitue un terrain

d'étude privilégié pour aborder ces questions fondamentales.
4. Problématique et objectifs

Malgré I'importance écologique et économique considérable des Oedipodinae, ainsi que
de leur abondance et de leur influence potentielle sur les écosystémes, la compréhension des
relations phylogénétiques au sein de cette sous-famille et de leurs liens avec d'autres sous-
familles, particulierement les Gomphocerinae et les Aridinae, demeurent insuffisamment
élucidées. A ce jour, les connaissances disponibles sur les mitogénomes des Oedipodinae
restent extrémement limitées, voire inexistantes a 1’échelle nationale, ou seule une séquence
mitochondriale compléte de Locusta migratoria (provenant d’Adrar) est répertoriée dans la

base de données GenBank.

L’absence de séquences mitochondriales complétes pour les Oedipodinae de I’ Algérie
représente un vide scientifique majeur, limitant les possibilités de comparaison, de
classification phylogénétique fiable et d’évaluation de la diversité génétique locale. Ce déficit
entrave également les approches intégratives de la taxonomie moderne, qui combinent
données morphologiques et moléculaires. L acquisition et I’analyse des mitogénomes de ces
espéces pourraient ainsi non seulement enrichir les bases de données internationales, mais

aussi offrir de nouveaux éclairages sur les relations évolutives au sein de ce groupe.

Face a ce constat, une analyse comparative et phylogénétique des mitogénomes de dix
espeéces d’Oedipodinae, dont neuf sont séquencées pour la premicre fois, s’avere essentielle
pour combler ce manque de connaissances, renforcer les outils de diagnostic moléculaire et

clarifier la position systématique de ces especes dans un contexte biogéographique saharien.

Dans ce contexte, cette recherche poursuit trois objectifs principaux : i) séquencer et
annoter les génomes mitochondriaux complets de dix espéces d’Oedipodinae d’Algérie ; ii)
réaliser une analyse comparative de ces mitogénomes afin de mettre en évidence leurs
similitudes et leurs divergences ; iii) reconstruire les relations phylogénétiques en intégrant
ces dix mitogénomes avec ceux d’autres espéces d’Oedipodinae et de sous-familles

apparentées disponibles dans GenBan.
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Matériel et Méthodes
Ce chapitre décrit en détail le matériel biologique utilis€¢ ainsi que ’ensemble des

procédures expérimentales mises en ceuvre pour atteindre les objectifs de cette these.
1. Présentation de la région d’étude

La région de Biskra est située dans le Sud-Est de I'Algérie septentrionale (environ 34° 51" a
50" Nord, 5° 44" a 50" Est), aux portes du Sahara, plus précisément au sud des monts des Aures
(interieur.gov.dz, 2021 ; ANIREF 2022). La wilaya de Biskra couvre une superficie de 10 246
km? (Direction des travaux publics de la wilaya de Biskra, 2024). Elle constitue une zone de
transition entre 1’Atlas saharien et les plaines désertiques du Sud, représentant ainsi un véritable

espace tampon entre le Tell et le Grand Sud (Selahdja, 2024).

Biskra est caractérisée par un climat désertique chaud (classification de Koppen Bwh),
avec des étés longs et extrémement chauds et des hivers relativement doux. La température
annuelle moyenne est de 21,8 °C. Les précipitations sont rares, avec une moyenne annuelle

d'environ 128,8 mm par an (interieur.gov.dz, 2021)

La région se divise en deux territoires aux caractéristiques géologiques, topographiques et
bioclimatiques distinctes. Le premier territoire se trouve au Nord et est délimité par les chaines
montagneuses de 1'Atlas, dont l'altitude varie entre 100 et 1 500 m, et se caractérise par une
végétation arbustive. Le second territoire se trouve au Sud et correspond a une plaine saharienne
a faible altitude avec des contreforts en pente interrompus par des lits d'oueds provenant des
montagnes de I'Atlas et disparaissant dans la grande dépression fermée du Chott Melghir. 11 se
caractérise par des formations steppiques naturelles et des oasis fortement influencées par

l'activité¢ humaine (Moussi et al., 2018).

Nos échantillons ont été collectés dans quatre stations : Beni Souik et El Kantara
appartiennent a la région du Nord et Bouchagroune et Biskra (chef-lieu de wilaya) appartiennent

a la région du Sud.
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Figure 1. Carte montrant la région d'étude et les sites de collecte des spécimens de la sous
famille Oedipodinae.

2. Echantillonnage

Des spécimens adultes d’especes d'Oedipodinae ont été collectés dans différents endroits
répartis en différents sites de la Wilaya de Biskra : El Kantara, Beni Souik, chef-lieu de wilaya et

Bouchagroune. Les sites de collectes sont indiqués dans la figure 1.

Les échantillons ont été capturés a la main ou a 'aide d'un filet fauchoir durant la journée,
entre juin et octobre 2019, a I’exception de 1’espece Leptopternis rothschildi. Les individus
collectés sont placés dans des boites portant des étiquettes indiquant la localité et la date de
collecte puis transportés au laboratoire de département de biologie de l'universit¢ Mohamed

KHIDER, Biskra.

L’identification des individus des criquets capturés est basée sur l'utilisation des critéres
morphologiques les plus caractéristiques tels que : la forme de l'individu, les ailes, le pronotum,
les fémurs postérieurs, les organes génitaux et les organes de stridulation (Dirsh, 1956 ; Uvarov,
1966 ; Louveaux & Thami ben Halima 1986). La collecte et la classification taxonomique a été
effectuée par Pr. A. Moussi sur des spécimens adultes utilisant les clés : Chopard (1943), Louveaux
et al. (2022) et Cigliano et al. (2022). Suite a l'identification morphologique des spécimens,
ceux-ci sont parfois utilisés directement pour l'extraction d'ADN, et d'autres fois, ils sont

conservés dans de 1'éthanol absolu et stockés a -20°C jusqu'a utilisation.

Au total, 27 extraits d’ADN, représentant 15 espéces différentes collectées en divers sites
de la région de Biskra, ont été envoyés a la sociét¢ Biomarke Company (Beijing, Chine). Les

génomes mitochondriaux complets de 10 espéces ont été¢ séquencés avec succes et sont indiqués
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dans le tableau 2 ; ces derniers constituent le matériau analysé dans le cadre de cette these.
Concernant les 17 extraits restants, des fragments de géne COX1 de 680 pb ont ét¢ obtenus pour

13 d’entre eux, tandis que le séquengage a échoué pour les 4 extraits restants.

Tableau 2. Informations sur les échantillons de cette étude.

. : Altitude Date de Conservation
Nom de I'espéce Emplacement Coordonnées ) collecte : de§
échantillons
Botivar. 1013 Bika Lo 105 2007 Congel
f;gg)sta migratoria (Linnaeus, Biskra 3;10°52%3285 1':’]2\1 121 16/10/2019 Frais
(S\féﬁiﬁé’ﬁs{’éé’o”)’””"”'s notabitis Biskra 3322235 '51.%‘1 121 16/10/2019 Frais
iﬁﬁ’;’;ﬁi’;’,”{‘;,fj””"g””" Biskra 354:45 11,'11; 95]? 106 26/09/2019 | Dans I’éthanol
f‘\f‘?;'l’f(’:: sl'.;';':)l)”’"'x simulatrix Biskra o 106 26/09/2019 | Dans Ithanol
g}ie;fgza f;zog” oides Bouchagroun | gt o2 N ) 21/09/2019 | Dans I'éthanol
fgehriffil‘;',";ggssic’”f asciatus BeniSouk | mamoren | 666 21/06/2019 | Dans I'éthanol
Uraron 1025 | BeniSouik | GGng | 666 | 21002019 | iy
(Sg’j’;’;f:r”e"‘;' ;sfg')'”’i””"s BlKantara | o, 200N 50 18/06/2019 | Dans I'thanol
ot ’Z§L’fi{,’f{§f1786) BlKantara | 5, 200N | 502 18/06/2019 Frais

Tous les échantillons ont été collectés par Pr. Abdelhamid MOUSSI.

3. Méthodes

Cette section décrit la méthodologie expérimentale mise en ceuvre au laboratoire ainsi que
les outils d'analyse utilisés tout au long de 1’étude. La stratégie mise en place comprend les

étapes suivantes :
€ L’extraction d'ADN et le séquengage de nouvelle génération (NGS),
€ L’assemblage et 'annotation des séquences brutes issues du NGS, et enfin

€ L’exploitation par des analyses comparatives et phylogénétiques des génomes

mitochondriaux complets.
3.1. Extraction de PADN

L'extraction de I'ADN est une étape de routine dans de nombreuses études moléculaires sur
les insectes (Chen et al., 2010). Le choix d'une technique d'extraction d'ADN dépend de
plusieurs facteurs, notamment : la source de matériel biologique, la nature du génome (cellulaire,

exogene), le nombre de copies de 1'acide nucléique dans I'échantillon, les méthodes de biologie
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moléculaire utilisées ultérieurement (PCR, séquencage, Southern-blot, ...), la présence de

composés interférents, le débit et le colt (Bienvenu, 1999 ; Chen et al., 2010).

L’ADN total a été extrait a partir de tissus musculaires des pattes fémorales plus les
muscles thoraciques pour les petits individus. Les muscles striés constituent une bonne source

d’extraction d’ADN mitochondriale car les cellules musculaires sont riches en mitochondries.
3.1.1. Choix initial du protocole d'extraction d'ADN et ses limites

Pour notre étude, initialement, nous avons utilisé le kit "REDExtract-N-AmpTM Tissue
PCR Kit" de Sigma-Aldrich. Néanmoins, en raison de son cott ¢leveé, des délais de livraison
prolongés et de ses résultats insatisfaisants (avec des échecs de production d'amplicons), nous
avons testé la méthode d'extraction d'ADN basée sur le relargage des protéines a force ionique
¢levée, plus communément appelée technique du salting-out ou au chlorure de sodium saturé
(NaCl). Ce protocole, décrit par Paxton et al. en 1996, a été privilégié¢ pour plusieurs raisons : sa
rapidité, sa facilit¢ de mise en ceuvre et surtout l'absence de produits dangereux comme le

phénol, réduisant ainsi les risques d'intoxication.

Cependant, les résultats obtenus avec cette méthode n'ont pas été satisfaisants, comme en
témoigne la photo 1. Ce profil révele un faible rendement et une intégrit¢ d'ADN insuffisante
pour les applications en aval (PCR, séquengage), nous a donc conduits a explorer et tester

d'autres protocoles d'extraction afin d'obtenir un ADN de meilleure qualité et quantité.

Photo 1. Profil électrophorétique montrant 1’intégrit¢é de I’ADN total extrait par le protocole
de salting-out. Les extraits ont ét¢ migrés sur un gel d'agarose a 0.8% coloré au
bromure d'éthidium et visualisés sur UV.

3.1.2. Evaluation de protocoles alternatifs pour I'extraction d'ADN

Face aux limitations du protocole initial, nous avons entrepris d'évaluer l'efficacité de
quatre protocoles d'extraction d'ADN alternatifs : protocole 1 (P1) : PVPP/chloroforme (Chl), P2
: SDS/NaCl/Phénol-Chl, P3 : CTAB/Phénol-Chl et P4 : SDS/Phénol-Chl. Ces protocoles sont
détaillés en Annexe 1. Tous ces protocoles ont déja été utilisés pour extraire I’ADN des insectes

(Chen et al.,, 2010; Mega & Revers 2011). Le protocole choisi sera celui qui permettra
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l'extraction d'ADN en quantité suffisante et de bonne qualité, et assurant une amplification

réussie du fragment du géne de la sous-unité 1 de la cytochrome oxydase (COX1).
3.1.3. Critéres d'évaluation des protocoles

La concentration et la pureté de I’ADN extrait ont ¢t¢ mesurées a 1’aide du
spectrophotométre NanoDrop 8000 (Thermo Scientific, USA). Le NanoDrop est calculé la
concentration d’ADN et fournit les rapports de densité optique, A260/A280 et A260/A230, qui
déterminent la pureté de I’ADN. La pureté de la solution d'ADN extraite est essentielle, car elle
conditionne la fiabilité des analyses ultérieures. Les acides nucléiques ont un spectre d'absorption
maximum en UV a 260 nm. L'absorbance est directement proportionnelle a la concentration
d'ADN ou d’ARN. Le rapport A260/A280 est couramment utilis¢ pour évaluer la pureté de
I'ADN. Une valeur comprise entre 1,8 et 2,0 indique que I'échantillon est relativement pur et
exempt de contamination par des protéines. Le rapport A260/A230 permet de détecter la
présence de contaminants organiques et de sels résiduels provenant des tampons d’extraction.
Une valeur comprise entre 2,0 et 2,2 est considérée comme acceptable (Desjardins & Conklin,
2010). Ces valeurs seuils sont critiques car elles garantissent la fiabilit¢ des analyses

moléculaires en aval et la reproductibilité des résultats de séquencage.

Intégrité de ' ADN : outre les ratios d'absorbance, il est important de vérifier l'intégrité
physique de I'ADN extrait, c'est-a-dire qu'il ne soit pas dégradé ou fragmenté. Cela peut étre

évalué par €lectrophorese sur gel d'agarose.
Amplification du géne COX1 par PCR

L'amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique moléculaire
puissante permettant de produire plusieurs millions ou milliards de copies d'un fragment d'ADN
spécifique a partir d'un échantillon initial contenant trés peu de matériel génétique. Les amorces
utilisées sont (Husemann et al., 2012) : COX1-F COI CCATCTTACCGCAAA AATGAT

COX1-R COI CTG GGTGWCCAAAGA ATCAAA

< Préparation du mélange réactionnel pour PCR

Mix de PCR Quantité (en pl)
v. ADN 100pg (calculer en fonction de la concentration de
I’ADN)
v' Tampon de Tag 5
v Tag polymérase (5 U/ pl) 0,5
v" Mix de dNTPs (2 mM) 2
v" Amorce sens (10mM)
v" Amorce antisens (10mM) 1
v H20O distillée QSP
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Le volume total est de 50 pl.

Dans le tube témoin, I’ADN est remplacé par de 1’eau distillée.
% Déroulement de la PCR

Les tubes contenant le mélange réactionnel a amplifier sont placés dans le thermocycleur

(Prime), selon le programme indiqué dans le tableau 3.
Tableau 3. Programme de PCR pour le géne COX1.

Nombre de

o Etape Température (°C) Durée
1 Dénaturation initiale 94 3 min
Dénaturation 94 30s
30X Hybridation 54 Imin
Elongation 72 Imin
1 Elongation finale 72 10 min
Conservation 4 Indéfiniment

¢ Visualisation des fragments amplifiés

Une fois la PCR terminée, les produits d'amplification sont analysés par €lectrophorése sur
gel d'agarose a 1%. Dans chaque puits, un mélange constitué de 6 pl de produit d’amplification
et 4 ul de bleu de bromophénol est déposé, ainsi qu'un puits est réservé a 3 pl de marqueur de
poids moléculaire. Ensuite, le systeéme est soumis a une tension électrique initiale de 30 V

pendant 10 minutes, puis la tension est augmentée a 100 V pendant 30 minutes supplémentaires.
3.1.4. Optimisation du protocole de Chen et al. (2010)

D'aprés les résultats obtenus, le protocole de Chen et al. (2010) s'est avéré le plus approprié
et a été sélectionné. Cependant, dans le but d'optimiser ce protocole selon nos conditions
expérimentales, certains ajustements y ont été apportés. Les étapes suivantes décrivent les

modifications qui ont été effectuées sur le protocole initial.

v" Pour garantir une extraction optimale de 'ADN a partir des différents échantillons, un
broyage préalable est nécessaire. Chaque échantillon a été congelé dans de l'azote
liquide puis rapidement réduit en une poudre fine dans des micro-tubes a l'aide d'un

broyage manuel. Cette étape de broyage intense vise a désintégrer au maximum les
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structures cellulaires et tissulaires, facilitant ainsi la libération et la récupération

ultérieure de I'ADN lors de l'extraction.

v' Afin de favoriser une digestion efficace des protéines, la température d'incubation avec
la protéinase K a été augmentée a 55 °C pendant 2 heures, avec un vortexage des tubes
toutes les 5 minutes pour assurer un brassage optimal des échantillons avec la protéinase

K, enzyme responsable de la dégradation des protéines.

v" Suite a l'ajout d'éthanol absolu préalablement refroidi a -20 °C, le mélange a été placé
au congélateur a la méme température pendant 30 minutes. Cette étape de
refroidissement prolongé favorise une meilleure précipitation des acides nucléiques

présents dans la solution, facilitant ainsi leur récupération ultérieure.
3.2. Séquencage, assemblage et annotation de mitogenomes

Les extraits d’ADN obtenus ont ét¢ envoyés aux services de la société Biomarker
Company a Beijing en Chine pour le séquengage de I'ADN, réalisé en collaboration avec le
professeur Yuan Huang de l'université Shaanxi Normal en Chine. Le séquengage a haut débit des
dix génomes mitochondriaux de toutes les especes a €té réalisé sur un systeme Illumina HiSeq
2500. Pour chaque échantillon, une librairie! d'ADN a été constituée générant environ 4 Gb de

données brutes, avec des lectures « reads*» d'une longueur moyenne de 150 pb.

L'assemblage de novo des lectures obtenues a été réalisé a I'aide de BLAST (Gertz et al.,
2006) et de MitoZ 2.4 (Meng et al., 2019). Dans un premier temps, les reads sont assemblés en
contigs, puis ces contigs sont combinés en scaffolds, et enfin les scaffolds sont assemblés pour

obtenir la séquence compléte.

L'annotation génomique est une étape fondamentale en génomique qui consiste a identifier,
localiser et caractériser les éléments fonctionnels d’un génome, notamment les genes, leurs
structures (exons, introns) et les séquences régulatrices qui contrdlent leur expression. En
attribuant une fonction biologique a ces éléments, l'annotation génomique est cruciale pour
déchiffrer le role des séquences d'ADN et pour mieux comprendre les processus biologiques

sous-jacents. Cette démarche s’appuie sur des algorithmes bioinformatiques avancés, ainsi que

! Librairie est 'ensemble des fragments d'ADN que I'on veut séquencer; ensemble de fragments d'ADN ou d'ARN
préparés et modifiés (avec des adaptateurs, des amorces et des index) a partir d'un échantillon original, afin de
pouvoir étre séquencés en paralléle sur un séquenceur de nouvelle génération (NGS).

2 lecture « reads»: est un fragment d'ADN ou d'ARN séquencé, résultant d'une fragmentation aléatoire de
I'échantillon initial
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sur des bases de données génomiques spécialisées, permettant d’automatiser et d’affiner la

prédiction des €éléments codants et non codants (Yandell & Ence, 2012 ; Salzberg, 2019).

L’annotation des séquences assemblées a été effectuée a 1’aide de plusieurs logiciels et
outils web. Pour identifier et analyser les ARNt dans les séquences complétes des génomes
mitochondriaux concaténés, deux logiciels nécessitant seulement une analyse en ligne ont été
employés : le MITOS WebServer (Bernt et al., 2013) et le tRNAscan-SE 1.21 (Lowe & Chan,
2016). Ces logiciels ont permis de déterminer plusieurs caractéristiques des ARNt, notamment
leur position relative, leur longueur, leur anticodon et leur structure secondaire. La localisation
des genes codant pour les ARN ribosomiques a été identifiée a 1'aide de MitoZ 2.4 et de MITOS
WebServer. L'annotation des génes codant pour des protéines (PCG) a été réalisée en utilisant le

logiciel Geneious R10 (Biomatters, Auckland, New Zealand) (Kearse et al., 2012).

Les cartes du mitogénome des dix especes étudiées ont été générées a 1'aide du serveur en

ligne CG View (Grant & Stothard, 2008) https://proksee.ca/, avec des parametres par défaut.

Pour un acces public et une facilit¢ de référence, les dix génomes mitochondriaux
séquenceés dans le cadre de cette ¢tude ont ¢t¢ déposés dans la base de données GenBank.
Chaque séquence y a recu un numéro d’accession unique, permettant son identification, sa
consultation et son référencement. L ensemble de ces numéros d’accession est répertorié dans le

tableau 1 de I’annexe 2.
3.3. Analyse de séquences

Des études comparatives du génome mitochondrial chez différentes especes d'insectes
peuvent révéler des informations précieuses sur leur évolution, leur biogéographie et leurs

adaptations écologiques.

Notre recherche a examiné plusieurs aspects génomiques clés dans le but de comprendre la
variabilité génétique, reconstruire I'évolution des espeéces et déterminer leurs relations

phylogénétiques. Les caractéristiques analysées incluent :
v L’étendue du génome et la composition en nucléotides ;

v L’architecture génomique, englobant la quantité, la nature, la séquence et la répartition

des génes sur le génome circulaire ;

v' Les préférences d'utilisation des codons pour I'encodage des acides aminés, ainsi que les

taux de mutations ;

v’ Larégion non codante (la présence et la taille des régions intergéniques et régulatrices).
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Cette étude a été menée a l'aide de divers logiciels et en s'appuyant sur plusieurs outils en

ligne.

L'analyse de la composition en nucléotides des dix nouveaux génomes mitochondriaux a
été effectuée avec le logiciel MEGA X (Kumar et al., 2018). L'asymétrie des brins a été calculée

en utilisant les formules (Perna et Kocher, 1995) :
»  AT-skew = (A-T)/(A+T)
»  GC-skew = (G-C)/(G+C)

Dans ces formules, A, C, G et T représentent les fréquences relatives de chaque base
nucléotidique, de telle sorte que zéro indique un équilibre parfait et 1 ou —1 indique un biais

total.

L'organisation génique de I'AND mitochondrial présente trois configurations possibles : les
genes peuvent étre adjacents (sans espacement), se chevaucher sur quelques nucléotides, ou étre
séparés par des séquences non codantes appelées espaceurs intergéniques de longueur variable.
Les espaceurs intergéniques et les régions de chevauchement entre les génes ont été évalués

manuellement.

Le calcul du biais d'usage du codon (Relative Synonymous Codon Usage, RSCU) est une
méthode utilisée pour évaluer la fréquence d'usage des codons synonymes pour un acide aminé
donné par rapport a leur fréquence attendue si tous les codons synonymes étaient utilisés de
maniere égale (Sharp et al., 1986 ; Xu et al., 2008). Le biais d'usage du codon a été calculé a

'aide de MEGA version X (Kumar et al., 2018) pour les dix mitogénomes étudiés.

Dans le domaine de 1'évolution moléculaire, I'un des outils puissants pour comprendre les
mécanismes de I'évolution des séquences d'ADN, reconstruire les arbres phylogéniques et
identifier les exons codant pour les protéines consiste a estimer les taux de substitution non
synonymes et synonymes® (Zhang & Yu, 2006). Les substitutions synonymes (Ks) est une
mesure importante pour comprendre 1'évolution des séquences d'ADN et les forces évolutives qui
faconnent la diversité génétique (Lopez et al., 2002). Par ailleurs, en raison de leur relative

constance dans le temps, peuvent étre utilisées comme une horloge moléculaire pour dater le

temps évolutif d'espéces étroitement apparentées (Nei & Gojoborit, 1986).

3 Ka = taux de substitution non synonyme/site ou les substitutions non synonymes sont des changements de
nucléotides qui modifient la séquence protéique ;

Ks = taux de substitution synonyme/site ou les substitution synonyme, substitutions silencieuses, sont des
changements de nucléotides qui ne modifie pas I'acide aminé dans la protéine (Choudhuri, 2014 ; Jeffares et al.,
2015).
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Le rapport Ka/Ks (noté w), également appelé¢ dN/dS, est largement utilis¢é comme
estimateur de la force de sélection pour I'évolution des séquences d'ADN. Il compare les taux de
mutations non synonymes et synonymes dans les genes codant pour des protéines (Hurst, 2002 ;
Zhang & Yu, 2006, Mugal et al., 2013). Un rapport @ > 1 indiquant une sélection positive, @
< 1 indiquant une sélection purifiante (négative) et w proche de 1 indiquant une mutation neutre
(Zhang & Yu, 2006 ; Jeffares et al., 2015). Le logiciel DnaSP v. 6 (Rozas et al., 2017) a permis
de déterminer les taux de substitution synonymes (Ks) et non synonymes (Ka) des genes codant
pour des protéines (PCG) et le ratio Ka/Ks (w), indicateur du taux d'évolution des PCG, a été

calculé en Excel.

Le score GRAVY (Grand average of hydropathicity) est utilis€¢ pour déterminer la valeur
d'hydrophobie d'un peptide ou protéine, qui calcule la somme des valeurs d'hydropathie de tous
les acides aminés d'une protéine divisée par le nombre total de résidus qu'elle contient. Une
valeur GRAVY positive indique une hydrophobie tandis qu'une valeur négative signifie un
comportement hydrophile (Kyte & Doolittle, 1982). La valeur moyenne d'hydropathie pour
chaque protéine de I'é¢tude a été calculée 'aide de Galaxy (http://www.gravy-calculator.de/index.

php), consulté le 10 septembre 2023.

L'analyse des régions non codantes a porté sur la recherche de structures secondaires
potentiellement impliquées dans les mécanismes de réplication ou de régulation
transcriptionnelle, ainsi que sur l'identification de séquences répétitives directes et inversées. La
prédiction des structures secondaires en boucle-tige de la région riche en A+T a été réalisée a
l'aide du logiciel Mfold (Zuker, 2003), accessible en ligne (https://www.unafold.org/mfold/
applications/dna-folding-form.php). L'identification des répétitions en tandem, incluant leur
localisation, leur fréquence et leur longueur, a été effectuée avec le programme Tandem Repeat
Finder (Benson, 1999) (https://tandem.bu.edu/trf/trf.html), en appliquant les paramétres par
défaut.

3.4. Analyse phylogénétique

Suite a l'obtention et a I'annotation des génomes mitochondriaux complets, une analyse
phylogénétique approfondie a été menée. La phylogénie, qui étudie les relations évolutives entre
des groupes d'organismes (Ziemert& Jensen, 2012) ou de taxons, tels que des especes, des
genres ou des familles, y compris I’ordre de ramification et parfois les temps de divergence
(Patwardhan et al., 2014). La phylogénétique est la science des constructions phylogénétiques et

I’arbre phylogénétique est le résultat de cette construction (Darlu et al., 2019).
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L'objectif de cette étude phylogénétique est de déterminer la position évolutive des especes
nouvellement séquencées au sein de la sous-famille des Oedipodinae, d’examiner leurs relations
avec des especes étroitement apparentées et d'éclaircir les liens phylogénétiques existant entre les

sous-familles Oedipodinae, Acridinae et Gomphocerinae.

Pour atteindre ces objectifs, une analyse de 153 mitogénomes représentant 113 especes
distinctes a été réalisée. Dix espéces de la sous-famille Oedipodinae ont fait l'objet d'un
séquengage original dans le cadre de ces travaux, tandis que les 143 mitogénomes restants ont
été récupérés de la base de données GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) via des
recherches Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) effectuées dans la base de données
nucléotidiques du National Center for Biotechnology Information (NCBI). L'analyse comprend
I'ensemble des séquences d'Oedipodinae disponibles jusqu'au 25/11/2024 (n=81), a l'exception
de Locusta migratoria, ou le nombre de séquences est trés important. Par ailleurs, des séquences
des sous-familles Acridinae (n=13) et Gomphocerinae (n=47) ont été incorporées a l'analyse en
tant que groupes internes, leur proximité phylogénétique avec les Oedipodinae étant documentée
par les ¢études de Chapco & Contreras (2011) et Song et al. (2018). De plus, deux especes ont €té
utilisées comme hors groupe (outgroups): Ommexecha virens Serville, 1831 (NC 020778) et
Tristira magellanica (Bruner, 1900) (NC _020773), comme détaill¢ dans le tableau 1 de I’annexe
2. Quatre ensembles de données différents ont été préparés, i) 13 PCG (PCG123), ii) 13 PCG
utilisant uniquement les positions 1 et 2 des codons (PCG12), iii)13 PCG+2ARNr (PCG+ARNTr)
et iv) 13 PCG+2 ARNr+22 ARNt (37 genes). La saturation de séquence de chaque ensemble de
données a été évaluée a l'aide du test de saturation de substitution basée sur le test de Xia et al.
(2003) tel qu'implémenté dans DAMBE v7.3.11 (Data Analysis in Molecular Biology and
Evolution) (Xia, 2018).

Une procédure analytique standard pour I'analyse phylogénétique consiste a : sélectionner
et télécharger les entrées GenBank, extraire les geénes cibles (pour les ensembles de données
multigéniques, tels que les génomes d'organelles) et/ou extraire d'autres données, l'alignement
des séquences, l'optimisation de l'alignement, la concaténation des alignements (pour les
ensembles de données multigéniques), sélection des schémas de partitionnement et des modeles
évolutifs les mieux adaptés, reconstruction de la phylogénie et enfin visualisation et annotation
du phylogramme (Smith, 2015). PhyloSuite (Zhang et al., 2020) est un outil polyvalent congu
pour combiner 1’ensemble des étapes d’analyse phylogénétique décrites ci-dessus au sein d’un
flux de travail unifié. Il intégre divers algorithmes et fonctionnalités — de la gestion des
séquences a la reconstruction phylogénétique — tout en offrant une interface conviviale qui ne

requiert pas de compétences avancées en programmation.
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L’ensemble des étapes de construction du phylogramme a été exécuté a 1’aide du pipeline
intégré de PhyloSuite. La procédure débute par la sélection de la fonction « Multi-gene

phylogeny », suivie des étapes détaillées ci-apres :
v' Téléchargement et préparation des séquences

Pour construire 1’arbre phylogénétique, nous avons d’abord préparé un fichier contenant
les numéros d’accession des séquences sélectionnées a partir de la base de données GenBank,
accessible via le site du NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Ces identifiants ont ensuite été
copiés dans la zone de saisie dédiée de PhyloSuite, permettant ainsi 1’extraction automatique des
séquences. Apres avoir lancé le processus de téléchargement via la fonction « Démarrer », nous
avons ¢également importé, par glisser-déposer, les fichiers au format GenBank (.gb)

correspondant aux dix nouvelles séquences générées au cours de cette étude.
v" Normalisation des séquences

Cette fonction comporte deux aspects principaux : la premiere consiste a normaliser les
noms de geénes synonymes et la seconde a identifier les annotations problématiques. Par
exemple, dans les mitogénomes, les deux copies de trnS et trnL sont souvent confondues. Ces

deux ARNt ré-annotent avec ARWEN (http://130.235.46.10/ARWEN/), semi-automatique.
v Extraction de séquences

PhyloSuite génére un dossier de résultats contenant un fichier d'ordre des genes et
plusieurs tableaux statistiques. Ces €léments sont utiles a différentes fins : certains sont congus

pour des études comparatives, tandis que d'autres sont destinés a des analyses en aval.
v Alignements multiples de séquences

L'alignement des séquences est extrémement important car elle établit les hypothéses
d'homologies primaires qui seront testées lors de I'analyse phylogénétique. MAFFT est un
programme d’alignement de séquences multiples (Multiple sequence alignement, MSA)
caractérisé par sa précision, sa vitesse et son utilit¢ dans des situations pratiques (Katoh &
Standley, 2013). Les séquences ont ét¢ alignées avec MAFFT (Katoh & Standley, 2013), pour
les PCG en utilisant le mode d'alignement des codons (la procédure est que les séquences
nucléotidiques sont traduites en séquences d'acides aminés utilisant le tableau 5 de code
génétique mitochondrial des invertébrés, alignées par MAFFT, puis retraduites en nucléotides) et

pour les ARN en utilisant le mode d'alignement normal.
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v Optimisation de 1'alignement

La qualité des alignements est cruciale (Ganser et al., 2022). Il a ét¢ démontré que la
suppression des régions mal alignées d'un alignement augmente la précision et la qualité des
analyses ultérieures. Une telle phase de découpage d'alignement est compliquée dans les analyses
phylogénétiques a grande échelle qui traitent des milliers d'alignements. trimAl, un outil de
découpage automatisé des alignements, particuliérement adapté aux analyses phylogénétiques a
grande échelle. trimAl peut prendre en compte plusieurs parametres, seuls ou en combinaisons
multiples, pour sélectionner les positions les plus fiables dans I'alignement (Capella-Gutiérrez et
al., 2009). L'application trimAl proceéde au nettoyage automatique des alignements multiples de
séquences en détectant et supprimant les régions d'alignement ambigués ou erronées, optimisant

ainsi la robustesse de 1'alignement résultant.
v" Concaténation de séquences

Les séquences des différents genes sont ensuite concaténées en un fichier unique,

conformément aux jeux de données retenus pour les analyses phylogénétiques.
v Stratégie de partitionnement optimale et sélection du modéle

Dans les analyses phylogénétiques, il est important de prendre en compte les variations des
taux et des schémas d'évolution entre les sites (Kumar et al., 2012). Le partitionnement tente d'y
parvenir en estimant des modéles indépendants d'évolution moléculaire pour des sous-ensembles
de sites considérés comme ayant évolué¢ de maniere similaire. Choisir un bon schéma de
partitionnement peut s'avérer complexe, car le nombre de schémas possibles peut étre
extrémement important (Lanfear et al., 2017). PartitionFinder 2 est un programme permettant de
sélectionner automatiquement les schémas de partitionnement et les modeles d'évolution les plus

adaptés aux analyses phylogénétiques.

Le schéma de partitionnement le mieux adapté et les modeles de substitution de
nucléotides correspondants pour 1’ensemble de donnée a été déterminé avec PartitionFinder v.

2.1.1 (Lanfear et al., 2017).
v" Reconstruction de I'arbre phylogénétique

Les résultats de PartitionFinder2 ont ¢été utilisés pour reconstruire les arbres

phylogénétiques.
¢ Par la méthode du maximum de vraisemblance (ML)

La méthode du maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood, ML) constitue un

cadre d’inférence statistique largement utilis¢ en phylogénie moléculaire pour estimer les
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parametres d’un modéle probabiliste de génération des séquences. Griace aux avancées
technologiques en informatique, elle est devenue une approche pratique et puissante pour
I’analyse de données génétiques complexes (Kishino & Hasegawa, 2001). Le principe de cette
méthode repose sur la recherche de I’arbre phylogénétique le plus vraisemblable, c’est-a-dire
celui qui, selon un modele évolutif donné, a le plus de chances d’avoir produit les séquences
observées (Ludwig et al., 2011). Bien que conceptuellement simple, la méthode fournit des
estimations robustes, dotées de bonnes propriétés statistiques, ce qui explique sa large adoption

dans les études évolutives modernes (Dhar & Minin, 2016).

Les analyses ML ont été réalisées avec IQ-TREE 1.7 (Nguyen et al., 2015) avec 5000
bootstraps ultrarapides et le test du rapport de vraisemblance approximatif (SH-aLRT) avec 1000

réplicats.
e Par la méthode bayésienne (BI)

L'inférence bayésienne combine les informations a priori et la vraisemblance des données
pour générer la probabilité postérieure des arbres phylogénétiques. Cette approche offre une
interprétation probabiliste directe des résultats et permet l'intégration de connaissances
préalables. Associée aux algorithmes Markov Chain Monte Carlo (MCMC), elle utilise une
chaine de Markov pour échantillonner 1'espace des parametres et estimer la distribution de
probabilité postérieure avec une précision proportionnelle au nombre d'itérations (Huelsenbeck

& Ronquist, 2001).

Les analyses BI ont été réalisées avec Mr Bayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012). Ici, deux
exécutions simultanées avec quatre chaines ont été réalisées sur 10 millions de générations,
¢chantillonnées tous les 1000 arbres. Les 25 % initiaux d'arbres de chaque exécution ont été
¢liminés en tant que burn-in et les probabilités postérieures (PP) ont été calculées dans un arbre

consensus.
v Visualisation et annotation de I’arbre phylogénétique

Apres avoir obtenu les arbres phylogénétiques a partir des analyses ML et BI, ces arbres
ont été visualisés et annotés a l'aide de 1'outil en ligne iTOL (https://itol.embl.de/) (Letunic &

Bork, 2021).
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Le développement des technologies de séquencage de nouvelle génération, associé a celui
des pipelines bioinformatiques, facilite l'assemblage de haute qualit¢ des génomes
mitochondriaux chez les insectes. L'analyse des lectures Illumina nous a permis de déterminer la
structure et l'organisation complétes des mitogénomes de dix espeéces de la sous-famille
Oedipodinae collectées dans la région de Biskra en Algérie. Ce chapitre présente par conséquent

les résultats issus des analyses comparatives et évolutives de ces mitogénomes.
1. Extraction d’ADN (Evaluation de protocoles alternatifs pour I'extraction d’ADN)

L'analyse spectrophotométrique par NanoDrop permet d'obtenir les concentrations d'ADN et
d'évaluer sa pureté via les ratios A260/A280 et A260/A230. Ces criteres qualitatifs et quantitatifs
déterminent la viabilit¢ de I'ADN pour les procédures moléculaires subséquentes et
conditionnent la robustesse des résultats analytiques. La spectrophotométrie exploite 1'absorption
maximale des acides nucléiques a 260 nm pour quantifier 'ADN. Les ratios A260/A280 (1,8-
2,0) et A260/A230 (2,0-2,2) permettent d'évaluer respectivement la pureté vis-a-vis des
contaminations protéiques et des contaminants organiques/sels résiduels (Desjardins & Conklin,

2010).

Afin de comparer les quatre protocoles d’extraction appliqués aux échantillons de criquets,
les concentrations moyennes d’ADN ainsi que les rapports d’absorbance moyens obtenus sont

compilés dans le tableau 4.

Tableau 4. Paramétres analysés lors de la comparaison de différentes méthodes d’extraction
d’ADN (les moyens du rendement, des concentrations et des taux d'absorption des extraits

d'ADN de criquets, obtenus par quatre protocoles d'extraction distincts, en plus du protocole

optimisé).
Concentration
Rendement A260/A280  A260/A230
Protocole (ng/mg) (ng/p)
P1. PVPP/Chl 5397.65 1009.2 221 1.76
P2.SDS/NaCl/Phé-Chl 496.93 261.84 1.68 1.68
P3. CTAB/Phé-Chl 4480.26 798.07 1.73 1.62
P4. SDS/Phé-Chl 1457.46 281.16 1.76 1.75
P4.SDS/Phé-Chl optimisé 1994.82 400.10 1.89 1.78

Note : P1, P2, P3 et P4 : protocole 1, 2, 3 et 4 ; Phé : phénol; Chl : chloroforme
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L'analyse des rendements et des concentrations moyennes d'ADN révele que le P1 génére
les valeurs les plus élevées, tandis que le P2 enregistre les plus faibles performances en termes de
rendement et de concentration (Tableau 4). Malgré ces variations, I'ensemble des protocoles
testés permet d'obtenir des quantités d'ADN suffisantes pour répondre aux exigences de la PCR,
généralement comprises entre 25 et 100 ng par 100 pl de réaction (https://www.agilent.com/files

/Mobio/PCR_Reaction Condition Guidelines.pdf).

L'analyse des rapports d'absorbance 260/280 obtenus pour les quatre protocoles
d'extraction d'ADN révele de 1égéres variations en termes de pureté des extraits. Les valeurs
moyennes observées se situent globalement proches de l'intervalle optimal compris entre 1,8 et
2,0, ce qui indique une faible contamination protéique, en particulier pour le P2. En revanche, les
rapports A260/A230 mesurés pour l'ensemble des protocoles demeurent inférieurs a l'intervalle
de référence (2,0-2,2), témoignant d'une contamination notable par des composés organiques ou

des sels résiduels.
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Photo 2. Profil électrophorétique de I'ADN total extrait de criquets par les quatre protocoles
testés, révéle sur gel d'agarose a 0,8 % en présence de bromure d'éthidium et visualisé
sur UV.

L'analyse électrophorétique sur gel d'agarose révele des performances contrastées entre les
quatre protocoles d'extraction testés (Photo 2). Le P1 produit un rendement élevé d'ADN (bandes
intenses), mais sa fragmentation importante est visible par la migration de 'ADN sur une longue
distance dans le gel. Le P2 produit majoritairement un ADN dégradé, visible sous forme de
bandes diffuses s'étendant vers le bas du gel. Le P3 donne des résultats intermédiaires : bien que
les quantités d'ADN extraites soient globalement satisfaisantes, environ la moiti¢ des
échantillons présentent des signes de dégradation. A linverse, le P4 se distingue par une
meilleure performance globale, fournissant un ADN de qualité acceptable avec une intégrité

structurelle jugée satisfaisante.

Une fois le profil électrophorétique obtenu, attestant de l'intégrité de I'ADN extrait,
I'amplification du fragment de 669 pb du géne COXI est réalisée uniquement sur 'ADN le
moins dégradé pour chaque méthode testée. La photo 3 montre le profil électrophorétique

obtenu.
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Photo 3. Profile électrophorétique représentant le produit de PCR correspondant au fragment
cible de 669 pb du gene COX1. Ces fragments ont été séparés par €lectrophorese sur gel
d'agarose a 1% et visualisée sur UV aprés coloration au bromure d'éthidium. M :
marqueur de taille.

L'électrophorese sur gel d'agarose a 1 % révélée au bromure d'éthidium présente les
produits d'amplification PCR du fragment COX1 de 669 pb (Photo 3). Une amplification réussie,
matérialisée par des bandes uniques et bien définies, est observée pour l'ensemble des
échantillons du P4 ainsi que pour un échantillon du P3, bien qu'une intensité réduite soit notée
pour l'un des extraits du P2. En revanche, aucune amplification n'est détectée pour les extraits

issus du P1.

L'évaluation comparative des quatre protocoles d'extraction (Tableau 4, Photo 2) et des
résultats de PCR (Photo 3) conduit au choix du protocole 4 comme méthode optimale. Afin
d'améliorer le rendement d'extraction, des modifications sont apportées a ce protocole, générant
les profils électrophorétiques présentés en photo 4. La validation de cette optimisation par

amplification PCR du géne COXI1 est illustrée en photo 5.

Photo 4. Profil électrophorétique de 1'ADN total extrait de criquets par le protocole 2
optimisé,réveélé sur gel d'agarose a 0,8 % en présence de bromure d'éthidiumet visualisé
sur UV.
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500 pb

100 pb

Photo 5. Profile ¢lectrophorétique représentant le produit de PCR correspondant au fragment
cible de 669 pb du gene COX1. Ces fragments ont été séparés par €lectrophorése sur gel
d'agarose a 1% et visualisée sur UV apres coloration au bromure d'éthidium. M :
marqueur de taille.

L'optimisation du protocole 4 améliore considérablement les performances d'extraction.
Cette optimisation permet d'obtenir des rendements et des concentrations d'ADN plus élevés
(Tableau 4), ainsi qu'une excellente intégrité de 'ADN, comme en témoignent l'intensité¢ des
bandes et I'absence de trainées observées sur la photo 5. Une amélioration notable de la pureté
est également constatée (Tableau 4), contribuant au succes de l'amplification du fragment du
gene COXI1. Les résultats du séquencage effectué¢ par Biomarker Company (Chine) confirment
l'efficacité du protocole d'extraction optimisé : 23 des 27 extraits d'ADN (85 %) sont séquencés
avec succes, permettant 1'obtention de 10 génomes mitochondriaux complets et de 13 fragments

partiels du géne COX1.
2. Analyses comparatives des dix mitogénomes d’Oedipodinae

La comparaison de séquences complétes de génomes mitochondriaux d'animaux devient de
plus en plus courante pour la reconstruction phylogénétique et comme modele pour 1'évolution
du génome (Boore et al. 2006). Cette comparaison des génomes mitochondriaux dans les études
sur les insectes offre une perspective précieuse sur leur évolution, leur diversité génétique, leur
classification et leurs adaptations, tout en ouvrant la voie a des applications biotechnologiques

potentielles (Xing et al., 2025).

Nous avons analysé les principales caractéristiques des mitogénomes, notamment leurs

compositions nucléotidiques, leurs réarrangements génétiques et leurs taux d'évolution.
2.1. Organisation de mitogénomes

Nous avons séquencé et annoté les génomes mitochondriaux de dix especes des quatre

tribus de la sous-famille Oedipodinae, comme présenté dans le tableau 5.
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Tableau 5. Filiation tribale des especes séquencées dans cette étude.

Tribus Espéces

Locusta migratoria (Linnaeus, 1758)

Locustini Kirby, 1825
Scintharista notabilis notabilis (Walker, 1870)

Acrotylini Johnston 1956 Acrotylus insubricus insubricus (Scopoli, 1786)
Sphingonotus (Sphingonotus) savignyi Saussure, 1884
Sphingonotus (Neosphingonotus) finotianus (Saussure, 1885)

Sphingoneotini Johnston 1956
Thalpomena coerulescens Uvarov, 1923

Sphingonotus (Sphingonotus) octofasciatus (Serville, 1938)

Epacromiini Brunner von Hilethera aeolopoides (Uvarov, 1922)
Wattenwyl, 1893 Aiolopus simulatrix simulatrix (Walker, 1870)
N'est pas classé dans une tribu . 2 Ty1s

selon I'OSF Leptopternis rothschildi Bolivar, 1913

Les mitogénomes des dix espeéces étudiées varient en taille de 15603 pb (S. notabilis) a
15766 pb (T. coerulescens), s'inscrivant dans l'intervalle des séquences observées chez les
Oedipodinae (15568 pb, Locusta migratoria tibetensis, a 16398 pb, Bryodema gebleri) et plus
largement chez les Acrididae, tels que : Acridinae [15599 pb (Acrida cinerea) a 15758 pb
(Acrida cinerea)], Gomphocerinae [15561 pb (Chorthippus dubius) a 16143 pb (Chorthippus
fallax)], Catantopinae [15576 pb (Xenocatantops humilis) a 16164 pb (Longzhouacris
mirabilis)], Melanoplinae [15221 pb (Qinlingacris elaeodes) a 15981 pb (Kingdonella
pienbaensis)], Oxyinae [15427 pb (Oxya japonica) a 16402 pb (Oxytauchira brachyptera)] et
Acridoidea, tels que : Tristiridae [16494 pb Tristira magellanica], Ommexechidae [15536 pb
Ommexeca virens] et Pamphagidae [15645 pb (Sinotmethis amicus) a 15674 pb (Filchnerella
yongdengensis)] (ces informations ont été extraites de GenBank jusqu'au 30/07/2024). La région
codante de ces génomes mitochondriaux présente une longueur remarquablement stable
d'environ 14800 pb. Les séquences non codantes, totalisant entre 839 et 993 pb, sont dispersées
dans les mitogénomes, dont une région majeure de 730 a 898 pb, présumée riche en A+T (Figure

2).
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Les dix éspéces d'Oedipodinae séquencées dans
cette étude

Tholpomena coerulescens
Sphingonotus finotianus
Sphingonotus octofasciatus
Sphingonotussavignyi
Scintharista notabilis
Locusta migratorio 11200
Leptopternis rothschildi 11181
Hilethera ceolopoides 11191
Aiolopus simulatrix 11210
Acrotylus insubricus 11192
0 - 6000 8000 10000 12000

Taille en pb

PCGs = ARN mCR

Figure 2. Taille des PCG, des ARN et des régions riches en A+T (CR), respectivement des
mitogénomes d’Oedipodinae séquencés dans le cadre de cette étude.

2.1.1. Arrangement du génome

Chaque mitogénome nouvellement séquencé est circulaire compacte et double brin,
contenant 37 génes mitochondriaux : 13 génes codant pour des protéines (Protein-Coding Genes,
PCG), 22 ARN de transfert (ARNt) et deux ARN ribosomiques (ARNr), et une région non
codante appelée région riche en A+T. Parmi ces genes, quatre PCG (ND1, ND4, ND4L et ND5),
huit ARNt (trnC, trnF, trnH, trnL1, trnP, trnQ, trnV et trnY) et deux ARNr (IrRNA et srRNA)
sont codés sur le brin minoritaire (brin-N), tandis que les 23 autres genes sont situés sur le brin
majoritaire (brin-J). La position et l'orientation des génes dans les mitogénomes sont présentées

dans la figure 3.
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Figure 3. Cartes de dix nouvelles séquences de mitogénomes. La direction de la transcription
des genes est indiquée par les fleches sur les brins. Les geénes d'ARNt sont représentés par les
abréviations [IUPAC-IUB a une seule lettre pour leur acide aminé correspondant.

Abréviations : ATP6 et ATP8 pour les sous-unités 6 et 8 de 'adénosine triphosphate (ATP) synthase ; COX1—
COX3 pour les sous-unités 1-3 du cytochrome C oxydase ; CYTB pour le cytochrome B ; NDI-ND6 et
NDA4L pour les sous-unités 1-6 et 4 L du nicotinamide adénine dinucléotide hydrogéne (NADH)
déshydrogénase ; I-ARNr et s-ARNr pour les sous-unités d'ARNr grandes et petites.

2.1.2. Espaceurs et chevauchements intergéniques

En plus de la région riche en A+T, les dix mitogénomes étudiés contiennent des régions

non codantes intergéniques. Ces régions intergéniques, présentes a 14 a 18 emplacements selon

le mitogénome, occupent une longueur totale de 89 a 108 pb. Leur taille individuelle varie de 1 a

23 pb, la plus longue (23 pb) étant située entre les genes trnS et ND1 chez H. aeolopoides

(Tableau 6).

Des génes qui se chevauchent existent dans les dix génomes mitochondriaux. La taille de

ces chevauchements varie de 1 a 8 pb. Le chevauchement le plus long (8 pb) est situé entre trnW

et trnC, ainsi qu'entre trnY et COX1 dans toutes les especes (Tableau 6).
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Tableau 6. Distribution des régions intergéniques et des génes chevauchants dans les dix
génomes mitochondriaux analysés.

Génes / Espéces Ai A.s H.a Lr Lm Sn S.s S.o0 S.f T.c

trnl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
trnQ -3 -3 -3 -3 -3 -3 -3 -3 -3 -3
trnM -1 5 7 -1 -1 3 -1 0 -1 -1
ND2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
trnW -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2
trnC -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8
trnY 9 15 11 6 10 10 6 8 6 10

COx1 -8 -8 -8 -8 -8 -8 -8 -2 -8 -8
trnL2 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5
COx2 3 8 4 6 3 2 4 6 4 6
trnD -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2
trnK 3 3 2 4 3 3 4 3 4
ATPS 16 13 17 14 17 19 19 17 14 9
ATP6 -7 -7 -7 -7 -7 -7 -7 -7 -7 -7
COX3 4 3 4 4 4 4
trnG

ND3 0 0 0 0 0 0
trnA -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2
trnR 2 4 5 4
trnN 0 4 0 0 0 4 0 0 0
trnS1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
trnE 3 3 3 3 0 0 3 3 3 0
trnF -2 0 0 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2
ND5 3 3 0 0 0 3 0 0 3 0
trnH 16 15 15 15 15 15 15 15 15 15
ND4 2 2 2 2 1 1 2 1 2 2

ND4L -5 -7 -7 -7 -7 -7 -7 -7 -7 -7

trnT 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
trnP 0 0 0 0 0 0 0 0
NDo6 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

CYTB -1 3 6 4 3 3 6 6
trnS2 -2 0 -1 -1 -1 8 -1 -1 -1 -1
ND1 21 20 23 21 21 21 21 21 21 21
trnL1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
rrnL (16S) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
trnV 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
rrnS (125) 3 0 1 0 4 0 0 0 0 0
D-loop 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

N° de régions non
codantes (NC)
Longueur des

régions NC
Note : - indiqué le chevauchement entre les génes.
A.i: Acrotylus insubricus, A.s: Aiolopus simulatrix, H.a:Hilethera aeolopoides, L.t: Leptopternis rothschildi, L.m:
Locusta migratoria, S.n: Scintharista notabilis, S.s: Sphingonotus savignyi, S.o: Sphingonotus octofasciatus, S. f:
Sphingonotus finotianus, T.c:Thalpomena coerulescens.

983 | 984 | 991 | 986 | 989 | 839 | 986 | 910 | 993 | 984
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2.2. Composition nucléotidique

En général, le comportement compositionnel des nucléotides est évalu¢ a l'aide de trois
paramétres : la teneur en A+T (A+T%), AT-skew et GC-skew (Zhang et al., 2013 ; Li et al.,
2020). Apres une analyse globale des trois parametres sur l'intégralité du brin-J du génome, nous
avons procédé a une analyse plus fine en partitionnant le mitogénome et en évaluant les mémes

parametres sur chaque portion (Tableau 7).

Nos résultats démontrent que les dix espéces partagent une composition nucléotidique
similaire, avec une préférence pour les nucléotides A et T. La teneur en A+T varie 1égérement,
s'étendant de 73% chez S. octofasciatus a 75,3% chez L. migratoria dans l'ensemble du
mitogénome (Tableau 7). Ces valeurs sont cohérentes avec celles observées dans d'autres
mitogénomes d'Oedipodinae analysés dans cette étude (73.4% Helioscirtus moseri moseri a
76.4% Mecostethus sp.), Acridinae (71.7% Sinophlaecoba bannaensis a 76.3% Acrida
oxycephala), Gomphocerinae (73.5% Notostaurus albicornis albicornis a 76.4% Arcyptera
coreana) (Tableau S1), ainsi qu'avec les données publiées pour les Caelifera (Li et al., 2020 ;
Zhongying et al., 2020 ; Li et al., 2020 ; Zheng et al., 2021 ; Li et al., 2021 ; Luo et al., 2024) et
avec d’autres insectes (Li H et al., 2012 ; Zhang et al., 2015 ; Ma et al., 2017 ; Han et al., 2018 ;
Lietal, 2019 ; Ma et al., 2020 ; Yang et al., 2021 ; Zhao et al., 2021 ; Zhang et al., 2022 ; Hua
et al., 2024).

Dans les quatre partitions principales (PCG, ARNr, ARNt, région riche en A+T) des dix
mitogénomes d’Oedipodinae que nous avons analysé, la teneur en AT la plus élevée est observée
dans la région riche en A+T (Figure 4). Dans trois types de génes codants, les ARNr révelent une
teneur en A+T légerement plus élevée que les PCG et les ARNt. Dans la comparaison de la
teneur en A+T dans trois positions de codons des PCG, nous avons constaté que la troisieme
position de codon contient plus d'adénine et de thymine que la premiére et deuxiéme position de
codons. Ces résultats des dix especes sont cohérents avec ceux des autres Caelifera (Liu &
Huang, 2010 ; Sheffield et al., 2008 ; Zhang et al., 2013) ainsi que d’autre insectes (Yang et al.,
2018 ; Zhao et al., 2021). Tous les ARNt distribués dans le brin majeur (brin-J) présentent un

pourcentage d'A+T plus élevé que ceux du brin mineur (brin-N) (Tableau 7).
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Tableau 7. Compositions nucléotidiques des mitogénomes des dix especes étudiées.

Génome entier (brin-J) 74,4 | 74,5 | 74,3 | 73,9 | 75,3 | 74,0 | 73,7 | 73,0 | 73,9 | 74,8
PCG* 72,8 | 72,9 729 73,0 74,1 729 723 71,8 724 73,6

Premiére position du codon | 67,5 | 67,6 | 67,3 | 67,7 | 68,9 | 69,0 | 67,1 | 66,7 | 67,1 | 68,2
Deuxiémeposition du codon | 65,3 | 65,4 | 65,5 | 654 | 659 | 65,8 | 658 | 654 | 65,7 @ 659
Troisiéme codon position 85,6 | 85,7 | 86,0 | 85,8 | 87,4 | 84,0 | 83,9 | 83,3 | 84,5 | 86,7
22 genes d'ARNt 74,5 | 72,9 72,8 72,8 74,0 73,9 73,0 73,1 72,6 738
Genes d'ARNt sur le brin-J | 74.2 | 73.7 | 735 | 73.7 | 753 | 744 | 73.7 | 73.8 | 73.5 | 744
Genes d'ARNtsur le brin-N 73 | 71.6 71.7 713 719 73 717 719 713 728
2 geénes d'ARNr 79,6 | 76,9 | 76,4 | 75,0 | 77,5 | 75,0 | 76,7 @ 76,0 | 76,9 | 76,9

rrL (16S) 77,7 | 71,7 77,2 76,0 78,6 76,2 78,0 77,3 781 782

S (125) 753 | 752 | 75,1 | 73,4 | 75,6 | 73,1 | 74,6 @ 74,0 | 749 | 748

Région riche en A+T 86,3 88,5 86,8 849 86,2 853 | 83,8 80,3 84,0 855

Génome entier (brin-J) 0.178 | 0.196 | 0.186 | 0.188 | 0.185 | 0.217 | 0.195 | 0.198 | 0.193 | 0.178
Protein-coding genes* -0.108 ' -0.108 | -0.101 | -0.117 | -0.113 | -0.1 -0.111 | -0.11 -0.11 | -0.117
Premiére position du codon | 0.005 | -0.01 | -0.005 | -0.02 | -0.026 | -0.01 | -0.011 | -0.004 | -0.009 | -0.005
Deuxiémeposition du codon | -0.385 | -0.394 | -0.387 | -0.388 | -0.38 | -0.386 ' -0.387 | -0.391  -0.387 | -0.387
Troisiéme codon position | 0.016 | 0.033 | 0.041 | 0.018 0.02 0.049 | 0.026 | 0.027 | 0.026 0
22 genes d'ARNt 0.025 | 0.038 | 0.026 | 0.022 | 0.028 @ 0.035 | 0.021 0.02 0.027 | 0.024
Genes d'ARNt sur le brin-J | 0.11 0.132 | 0.113 0.1 0.123 | 0.155 | 0.101 0.1 0.105 | 0.099
Genes d'ARNt sur le brin-N | -0.126 | -0.132 | -0.13 | -0.117 | -0.144 @ -0.178 | -0.121 | -0.121 | -0.112 @ -0.11
2 génes d'ARNr -0.168 | -0.193 | -0.173 | -0.171 | -0.172 | -0.211 | -0.176 | -0.19 | -0.176 | -0.18
rrnl (16S) -0.148 ' -0.175 | -0.158 | -0.167 | -0.154 | -0.204 | -0.171 | -0.189 | -0.168 & -0.181
rmS (125) -02 | -0.222 | -0.198 | -0.179 | -0.203 | -0.224 | -0.183 | -0.191 | -0.19 | -0.179
Région riche en A+T 0.166 | 0.196 | 0.161 & 0.100 | 0.175 | 0.101 | 0.178 | 0.178 | 0.187 | 0.153

41




Résultats

A.i A.s H.a L.r L.m S.n

Génome entier (brin-J) -0.17 | -0.177 | -0.206 | -0.197 | -0.183 | -0.216 | -0.205 | -0.206 | -0.202 | -0.174

Protein-coding genes* -0.029 | -0.042 | -0.038 | -0.036 ' -0.034 -0.039 | -0.046 | -0.04 @ -0.045 -0.02

Premicre position du codon | 0.188 | 0.192 | 0.21 | 0.197 | 0.217 | 0.205 | 0.186 | 0.184 | 0.185 | 0.196

Deuxiémeposition du codon | -0.171 | -0.181 | -0.176 K -0.173 | -0.174 | -0.168 | -0.174 | -0.173 | -0.175 @ -0.168

Troisiéme codon position | -0.176 | -0.243 | -0.264 | -0.222 | -0.271 | -0.238 | -0.247 | -0.211 | -0.247 | -0.156

22 genes d'ARNt 0.104 | 0.119 | 0.115 | 0.142 = 0.144 | 0.119 | 0.143 ' 0.128 | 0.139 | 0.13

tRNA genes in J-strand 0.008 | 0.029 | 0.008 | 0.049 | 0.035 | -0.008 | 0.049 | 0.037 | 0.044 | 0.033

tRNA genes in N-strand | 0.264 | 0.267 | 0.289 | 0.29 | 0307 | 0.329 | 0.294 | 0.276 & 029 | 0.288

2 génes d'ARNr 0.231 | 0.239 | 0.269 | 0.228 | 0.243 | 0.263 | 0.231 | 0.235 | 0.246 | 0.253
L (16S) 0.247 | 0.232 | 0.273 | 0.23 | 0.248 | 0.274 | 0.234 @ 0.248 @ 0.243 | 0.261
S (125) 0.21 0.25 | 0.263 | 0.225 | 0.236 | 0.247 | 0.226 | 0.217 0.242

Région riche en A+T -0.124 | -0.192 | -0.350 | -0.117 | -0.317 | -0.140 | -0.264 | -0.162 @ -0.231 | -0.169

Notes : *Les codons stop ont été exclus.

AT%=[A+T] /[A+T+G+C], AT-skew=[A-T] /[A+T], GC-skew=[G-C] /[G+C].

A.i: Acrotylus insubricus, A.s:Aiolopus simulatrix, H.a: Hilethera aeolopoides, L.r: Leptopternis rothschildi,
L.m: Locusta migratoria, S.n: Scintharista notabilis, S.s: Sphingonotus savignyi, S.o: Sphingonotus
octofasciatus, S.f: Sphingonotus finotianus, T.c:Thalpomena coerulescens.
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Figure 4. Variations de la composition nucléotidique au sein des dix mitogénomes
d’Oedipodinae analysés.
Afin de faciliter I'analyse, les skews de chaque partition du mitogénome sont classés en

trois niveaux : faible (0,000-0,100), modéré (0,100-0,200) et élevé (>0,200).

Les dix mitogénomes présentent un A/C-skew modéré, indiquant que les A et les C sont
plus abondants que les T et les G. Pour les trois types de genes codants, les ARNt présentent une
trés faible A-skew, tandis que les ARNr et les PCG présentent une T-skew modérée. La
deuxiéme position du codon présente une T-skew tres claire, contrairement aux premicre et
troisiéme position du codon. Pour les régions riches en A+T, toutes les especes présentent une A-

skew modérée.

Les ARNt présentent une G-skew modérée, et tous ceux localisés sur le brin-N affichent
une valeur de G-skew plus ¢€levée que ceux situés sur le brin-J. Les ARNr, quant a eux,

présentent les valeurs de G-skew les plus élevées. En revanche, les PCG montrent une GC-skew
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globalement faible. Une GC-skew marquée est observée aux premiere et troisieme position du
codon, tandis que la deuxiéme position présente une C-skew modérée. Ces résultats différent de

ceux rapportés chez les Gomphocerinae par Zhang et al. (2013).
» Composition nucléotidique de chaque PCG

Nos résultats montrent que les pourcentages A+T de tous les génes ND, sauf ND6, ainsi
que de I'ATP6 sont d'environ 75 %. Le gene ATPS révele la teneur en A+T la plus élevée (>80
%). La teneur en A+T des deux genes COX1 et COX3 est inférieure a celle des autres génes
(Figure 5). Le nombre d'adénines est presque égal a celui de thymines dans tous les PCG
distribués sur le brin-J, sauf dans ATPS, ND6 et ND2 qui présentent une valeur d'A-skew
modérée, tandis que chacun des quatre autres PCG (ND4, ND4L, ND5 et ND1) codés par le
brin-N présente une valeur de T-skew tres évidente (Figure 5). Tous les PCG du brin-J révelent
un biais en C variable selon les génes : le géne ATPS8 exhibe le C-skew le plus élevé, suivi de
pres par ND6 et ATP6, tandis que les génes COX se distinguent par un C-skew nettement plus
faible. En revanche, les PCG du brin-N présentent globalement un biais modéré en guanine pour

toutes les especes, a 1'exception d'4. insubricus qui présente un faible G-skew (Figure 5).
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atp6 atp8 coxl cox2 cox3 «cytb nadé nad2 nad3 nad4 naddl nad5 nadl
Axis Title
—@—A. insubricus A. simulatrix H. aeolopoides L.migratoria

—@— L.rothschildi ~ —@—S. finotianus  —@=—S. octofasciatus —@—S.savignyi
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atp6 atp8 coxl cox2 «cox3 cytb nadé nad2 nad3 nad4 nad4l nad5 nadl
Axis Title

—@—A. insubricus  —®—A. simulatrix H. aeolopoides L.migratoria
—@— L.rothschildi  —@—S. finotianus = —@=—S. octofasciatus —@—S.savignyi

—e—T. coerulescens —@— S.notabilis
Figure 5. Composition nucléotidique des 13 PCG de dix mitogénomes d’Oedipodinae.
2.3. Génes codant pour des protéines
2.3.1. Ordre des génes

Les dix mitogénomes étudiés présentent une organisation génique typique des acridiens,

avec neuf PCG sur le brin-J et quatre sur le brin-N (Figure 3). La région des PCG, représentant

environ 71% du génome total, s'étend sur 11 182 a 11 203 pb (Figure 2; Tableau S6).

2.3.2. Codons d’initiation et de terminaison

Les codons d'initiation des PCG des dix especes examinées sont les ATN typiques (ATG,

ATA, ATT, ATC), a I'exception de COX1 chez S. octofasciatus, qui commence par CCG. Les 13

PCG se terminent par les codons conventionnels (TAA ou TAG), a l'exception du géne NDS5 qui

se termine par un codon tronqué (T). Les codons d’initiation et de terminaison des PCG sont

récapitulés dans le tableau 8.
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Tableau 8. Codons d'initiation et de terminaison des PCG des dix mitogénomes étudiés.

Species/ Genes  ATP6 ATPg 9% COX COXC¥Inpyy np2 np3 Npa NP s

pr—— ATG/ | ATC/ @ ATC/ | ATG/ | ATG/ = ATG/ = ATA/ | ATG/ | ATT/ @ ATG/ | ATG/ = ATT/
ANSUDTICUS | TAA | TAA | TAA @ TAA TAA | TAG TAG @ TAA | TAG TAA | TAA T
4 simulatri ATG/ | ATC/ | ATC/ | ATG/ | ATG/ | ATG/ | ATG/ | ATG/ | ATT/ | ATG/ | ATG/ | ATT/
- SUMULAIrIX | paAA | TAA | TAA | TAA | TAG | TAA & TAG | TAA | TAG | TAA | TAA T

H acolovoides | ATG/ | ATT/ | ATC/ | ATG/ | ATG/ | ATG/ | ATA/ | ATG/ | ATT/ | ATG/ | ATG/ | ATT/
: P TAA TAA TAA TAA TAA TAA TAG TAA TAG TAA | TAA T

Lrothsehildi | ATG/ | ATC/ | ATC/ | ATG/ | ATG/ | ATG/ | ATA/ | ATG/ | ATT/ | ATG/ | ATG/ | ATT/
: TAA | TAA | TAA | TAA | TAA | TAA | TAG | TAA | TAG | TAA | TAA T

. . ATG/ | ATC/ | ATC/ @ ATG/ | ATG/ @ ATG/ | ATA/ | ATG/ | ATT/ @ ATG/ @ ATG/ @ ATT/
L.migratoria

TAA = TAA TAA TAA TAA TAA | TAA TAA TAG | TAA TAA T
S notabili ATG/ | ATC/ | ATC/ | ATG/ | ATG/ | ATG/ | ATA/ | ATG/ | ATT/ | ATG/ | ATG/ | ATT/
-notavuiis TAA | TAA | TAA | TAA | TAA | TAA | TAA | TAA | TAG | TAA | TAA T
T ATG/ = ATC/ @ ATC/ | ATG/ | ATG/ = ATG/ = ATA/ | ATG/ = ATT/ = ATG/ | ATG/ = ATT/
-Savignyl TAA @ TAA @ TAA @ TAA @ TAA @ TAA @ TAG @ TAA & TAG | TAA | TAA T

. ATG/ | ATC/ | CCG/ | ATG/ | ATG/ | ATG/ | ATA/ | ATG/ | ATT/ | ATG/ | ATG/ | ATT/
S.octofasciatus

TAA TAA TAA TAA TAA TAA TAG TAA TAG TAA TAA T
S finotianus ATG/ | ATC/ @ ATC/ | ATG/ A ATG/ @ ATG/ @ ATA/ | ATG/ @ ATT/ | ATG/ @ ATG/ @ ATT/
¢ TAA TAA TAA TAA TAA TAA TAG TAA TAG TAA TAA T
ATG/ | ATA/ | ATC/ | ATA/ | ATG/ | ATG/ | ATA/ | ATG/ | ATT/ | ATG/ | ATG/ | ATT/
T.coerulescens

TAA | TAA | TAA | TAA | TAA | TAA | TAG | TAA | TAG | TAA | TAA T

2.3.3. Biais d’utilisation des codons synonymes

Les valeurs d'usage relatif des codons synonymes (RSCU) de tous les nouveaux
mitogénomes sont calculées et résumées dans la figure 6. Une analyse comparative montre que
les préférences de codons synonymes sont hautement conservées parmi les dix génomes
mitochondriaux. Hors codons stops, le nombre total de codons dans les PCG pour les dix espéces
est similaire, allant de 3 715 (S. notabilis et S. octofasciatus) a 3 722 (T. coerulescens).
L’intervalle chez les autres Oedipodinae analysés dans cette étude est de 3 706 a 3 730 codons

(Tableau S3).
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Acrotylus insubricus

RSCU

GIn His Asn Pro Thr Leul Glu Met Arg Tyr Asp Lys Ala Ile Serl Ser2 Leu2 Cys Trp Val Gly Phe
Aiolopus simulatrix

RSCU

GIn His Asn Pro Thr Leul Glu Met Arg Tyr Asp Lys Ala Ile Serl Ser2 Leu2 Cys Trp Val Gly Phe
Hilethera aeolopoides

RSCU

GIn His Asn Pro Thr Leul Glu Met Arg Tyr Asp Lys Ala Ile Serl Ser2 Leu2 Cys Trp Val Gly Phe

Locusta migratoria
6 6.91

RSCU

GIln His Asn Pro Thr Leul Glu Met Arg Tyr Asp Lys Ala Ile Serl Ser2 Leu2 Cys Trp Val Gly Phe
Leptopternis rothschildi

1.51

2.1 7.56 4.65 2.18 261
--
— ——

RSCU

1.69 199465.

GIn His Asn Pro Thr Leul Glu Met Arg Tyr Asp Lys Ala Ile Serl Ser2 Leu2 Cys Trp Val Gly Phe
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Scintharista notabilis
6 .

RSCU

GIn His Asn Pro Thr Leul Glu Met Arg Tyr Asp
Sphingonotus finotianus

Lys Ala Ile Serl Ser2 Leu2 Cys Trp Val Gly Phe

64 6.65
4 4.33 9.15 5 5.84
5 i e 0
o [
&) 2.93
1.69 1.99 4.65 4.65 2.23 2.61 10.06 1.16 2.69 =2 9.39
2 -_—. | S5
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GIn His Asn Pro Thr Leul Glu Met Arg Tyr Asp Lys Ala Ile Serl Ser2 Leu2 Cys Trp Val Gly Phe
Sphingonotus octofasciatus
61 6.54
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i
wu
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=
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=

8.67 5.22 5.84

1.18 2.69 i 9.56

Asp Lys Ala Ile Serl Ser2 Leu2 Cys Trp Val Gly Phe

RSCU

GIn His Asn Pro Thr Leul Glu Met Arg Tyr
Sphingonotus savignyi

6.62

3.68 5.49

RSCU

1.69 1.99 4.65

4.52 2.1 7.64

2.93
4.68 2.21 2.61 10.03

1.16 2.69
Il

GIn His Asn Pro Thr Leul Glu Met Arg Tyr Asp Lys Ala
Thalpomena coerulescens

Ile Serl Ser2 Leu2 Cys Trp Val Gly Phe

6_

3.71 5.35

4.76 5.78

RSCU

1.75 1.91 4.73

1.18 2.69

GIn His Asn Pro Thr Leul Glu Met Arg Tyr Asp Lys Ala Ile Serl Ser2 Leu2 Cys Trp Val Gly Phe

CAA | CAUJAAUCCU JACUJCUU JGAAJAUA JCGUJUAU | GAUJAAA AUUJAGUJUCUJUUAJUGUJUGA JGUUGGUjuUuUU
CAGCACJAAC)CCCHA AGJAUG CJUACHG AAG AUC CJUUGQUGCRUGGRGU uc

GG
Figure 6. Utilisation relative des codons synonymes (RSCU) des génes codant pour les protéines
mitochondriales dans les dix mitogénomes nouvellement séquencés.

CGA
CGG
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Le biais A+T se refléte dans 1'usage des codons du mitogénome des dix especes. Parmi les
codons correspondant a chaque acide aminé, les codons riches en A+T ont le taux d'utilisation le
plus ¢élevé pour la plupart des acides aminés, indiquant un fort biais vers les codons riches en
A+T (Figure 6; Tableau S3). Selon les analyses du RSCU, les codons les plus fréquemment
utilisés sont ATT (I), TTA (L), TTT (F) et ATA (M), qui sont entiérement composés de
nucléotides A et T. Les codons avec un A ou un T en troisiéme position sont fortement
surreprésentés par rapport a ceux avec un G ou un C en troisieme position (Figure 6; Tableau
S3). Certains codons riches en G+C ne sont pas utilisés chez certaines especes, comme GCG

(Ala) chez Acrotylus insubricus et CGC (Arg) chez Locusta migratoria (Figure 6).

Par conséquent, les acides aminés les plus abondants sont 1'isoleucine (I), la leucine 2 (L2)
et la phénylalanine (F), avec plus de 320 utilisations, puis la méthionine (M) et la sérine 2 (S2),
avec plus de 240 utilisations, tandis que la cystéine (C), l'arginine (R), l'asparagine (N),
I'histidine (H), I'aspartate (D) et le glutamate (E) sont les acides aminés les moins utilisés (Figure

7 ; Tableau S4).

L'isoleucine, la leucine et la phénylalanine sont des acides aminés apolaires hydrophobes,
tandis que l'arginine, l'histidine, l'aspartate et le glutamate sont des acides aminés polaires
hydrophiles. Les acides aminés hydrophobes sont donc privilégiés dans le génome mitochondrial
de dix especes.Ces résultats sont confirmés par les valeurs GRAVY positives de tous les PCG

pour les dix especes (Tableau S5), indiquant que les protéines du mitogénome sont hydrophobes.
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M S.savignyi WM S.octofasciatus M T.coerulescens L.rothschildi M A.insubricus
B L.migratoria M S.notabilis M H.aeolopoides M S.finotianus M A.simulatrix
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Figure 7. Modge¢les d'utilisation des codons des génes codant pour les protéines mitochondriales de dix espéces d'Oedipodinae.
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2.3.4. Taux d’évolution des PCG

Compte tenu des forces évolutives agissant sur les PCG mitochondriaux des dix nouvelles
séquences, le taux moyen de substitutions non synonymes (Ka), le taux moyen de substitutions
synonymes (Ks) et le rapport moyen Ka/Ks (o) sont calculés pour chaque PCG et présentés dans
la figure 8. Etant donné que le taux de substitution synonyme est beaucoup plus élevé que celui
de substitution non synonyme et qu'il est similaire pour de nombreux geénes différents, les
valeurs globales de Ka/Ks sont inférieures a 1,0 chez les dix Oedipodinae, indiquant 1'existence

d'une sélection purificatrice chez ces espéces.

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

0.2

0.1
, il [ _._l_l_l_l_l_l_l_ I ,J I

ATP6 ATP8 COX1 COX2 COX3 CYTB ND4L ND ND6

Ks - Ka M Ka/Ks

Figure 8. Taux de substitution non synonyme (Ka), taux de substitution synonyme (Ks) et
rapport Ka/Ks pour chaque PCG des dix mitogénomes d'Oedipodinae.

Abréviations : ATP6 et ATP8 pour les sous-unités 6 et 8 de 'adénosine triphosphate (ATP) synthase ; COX1—
COX3 pour les sous-unités 1-3 de la cytochrome C oxydase ; CYTB pour le cytochrome B ; et ND1-ND6 et
ND4L pour les sous-unités 1-6 et 4L de la nicotinamide adénine dinucléotide hydrogene (NADH)
déshydrogénase.

2.4. Génes d'ARN de transfert

L'ensemble des 22 ARNt typiques des mitogénomes des métazoaires est présent chez les
dix especes séquencées : deux pour la leucine et la sérine, et un pour les autres acides aminés.
Quatorze ARNt sont situés sur le brin-J (trnl, trnM, trnW, trnL2 (UUR), trnD, trnK, trnG, trnA,
trnR, trnN, trnS1 (AGN), trnE, trnT, trnS2 (UCN)) et les huit autres sont situés sur le brin-N
(trnQ, trnC, trnY, trnF, trnH, trnP, trnlL1 (CUN), trnV) (Figure 3). Les longueurs des 22 génes
d'ARNt, pour les dix especes, varient de 63 pb pour trnP et trnD a 73 pb pour trnE.
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Les structures secondaires prédites des ARNt sont présentées dans la figure 10. Toutes les
structures secondaires des génes d'ARNt sont déterminées par tRNAscan-SE, a l'exception de
trnE chez S. notabilis qui est déterminé avec ARWEN (Laslett & Canback, 2008). Nous
observons que la séquence de trnE contient une insertion de huit nucléotides d'adénine formant
un poly-A d'une taille de 16 nucléotides. Tous les ARNt des dix espéces présentent la structure
secondaire typique en feuille de tréfle contenant un bras d'acide aminé ou bras accepteur (7 pb),
un bras pseudouridine TWYC (3-5 pb), un bras DiHydroUridine (DHU) ou bras D (3-4 pb), un
bras de 'anticodon (4-5 pb) et un bras variable (4-6 bases), a l'exception de trnS1 (AGN), qui ne
posséde pas de tige avec la boucle DHU (Figure 9).

Dans la plupart des ARNt des dix especes étudiées, la boucle du bras de 1'anticodon et le
bras accepteur sont les parties les plus conservées et les substitutions nucléotidiques sont
largement limitées aux boucles T¥YC et DHU, avec des polymorphismes d'insertion-délétion

évidents.

Les génes d'ARNt provenant des dix mitogénomes utilisent l'anticodon standard identique
a celui des autres génomes mitochondriaux d'orthoptéres (Ma et al., 2009) et leur disposition est

similaire a celle des autres membres des Caelifera (Ma et al., 2009 ; Zhongying et al. 2020).

trnl trnE

A) Discriminator nucleotide
O—U
U—A) Amino acid acceptor arm

=

()=
2-@
47810 Variable loop
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trnL2(UUR)
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trnS1(AGN)
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23,510
®®®

123510

1: Acrotylus insubricus

2: Aiolopus simulatrix

3: Hilethera aeolopoides

4: Leptopternis rothschildi
5: Locusta migratoria

@ identical in all species

@ not identical in all species

@ nucleotides appearing in species mentioned in numbers
® nucleotides appearing in species mentioned in numbers

that form non-canonical base pairs
diffrent in all species

deletion

@ insertion

6: Scintharista notabilis

7: Sphingonotus savignyi

8: Sphingonotus octofasciatus
9: Sphingonotus finotianus
10: Thalpomena coerulescens

Figure 9. Structure secondaire putative de I'ARNt pour les dix espéces d'Oedipodinae.
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Les analyses d'alignement multiple et de structure secondaire des ARNt révelent qu’au
moins deux especes sur dix présentent des séquences identiques pour chaque type d'’ARNt, a
I'exception de I'ARNt P qui différe chez toutes les especes. L. rothschildi, S. finotianus et S.
savignyi possédent des séquences identiques pour les geénes trnA, trnC, trnD, trnG, trnH, trnR,
trnK, trnL1, trnl.2, trnR, trnS2, trnV et trnW (Tableau 9). En général, les ARNt situés sur le brin-
J contiennent plus de sites conservés que ceux situés sur le brin-N (Figure 9). Ce résultat est
cohérent avec le résultat de Liu & Huang (2010) chez Acrida cinerea (Acridinae). La
conservation des genes d'’ARNt n'est pas associée a la fréquence d'utilisation des codons ni au
contenu A+T (Liu & Huang, 2010).

D'apres la structure secondaire des ARNt, leurs tiges (accepteur, T¥C, anticodon et DHU)
présentent plusieurs paires de bases non canoniques. Nous observons que les huit ARNt codés
par le brin-N portent deux (chez A. insubricus, A. simulatrix et H. aeolopoides) a trois fois (L.
migratoria et S. notabilis) plus de paires de bases non canoniques que les ARNt codés par le
brin-J. Parmi les 14 ARNt du brin-J, six (trnM, trnL2, trnK, trnN, trnE, trnT) ne contiennent pas
de paire de bases non canonique (Tableau 10). Les paires de bases G*U ou UG apparaissent
dans 14 ARNt et sont dominantes dans toutes les especes, ou trnl, trnG, trnA, trnR, trnS1, trnC,
trnY, trnF, trnP, trnlLl1 ne contiennent que cette paire. Les paires A*A et A*G sont présentes
uniquement dans trnD et trnW respectivement : A*A est présent dans toutes les especes et A*G
est présent dans H. aeolopoides, L. rothschildi, S. finotianus, S. savignyi et T. coerulescens. A*C
est présent dans trnS2 et trnW dans A. simulatrix, H. aeolopoides, L. rothschildi, S. finotianus, S.
octofasciatus, S. savignyi et T. coerulescens. U*U est présent dans trnQ dans H. aeolopoides, L.
migratoria, S. notabilis, dans trnV dans L. migratoria et dans trnH dans toutes les espéces. Ces
résultats sont cohérents avec ceux d'autres sous-familles telles que Melanoplinae (Zhongying et
al., 2020), Oxyinae (Li et al., 2020) et Tetrigidae (Luo et al., 2024).

2.5. Génes de I'ARN ribosomique

Deux genes d'ARNTr, le grand ARNr (16S) et le petit ARNr (12S), sont situés sur le brin-N
entre trnL. (CUN)—trnV et trnV—la région riche en A+T, respectivement (Figure 3). La longueur
de I'ARNIrl varie de 1309 pb (4. insubricus) a 1321 pb (S. notabilis), et celle de ' ARNrs varie de
816 pb (L. migratoria) a 840 pb (H. aeolopoides) (Tableau S7). Par conséquent, il n’y a pas de
variation de taille substantielle entre les ARNr au sein des dix mitogénomes d’Oedipodinae. Les
longueurs des deux ARNr sont similaires a celles des autres mitogénomes d'Oedipodinae
analysés dans cette étude, ou l'intervalle est de 1262 pb (Aiolopus thalassinus) — 1 324 pb
(Oedipoda caerulescens OQ615379) pour le grand ARNr et de 461 pb (Ceracris kiangsu) — 839
pb (diolopus thalassinus tamulus) et Oedipoda caerulescens OQ615379.1) pour le petit ARNr
(Tableau S6).
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Tableau 9. Séquences identiques des génes d’ARNt chez les dix espéces étudiées.

trm [ trn | trn [ trn | trn | trn [ trn | trn | trn [ trn | trn | trn | trn | trn [ trn | trn | trn | trn | trn | trn | trn | trn
A|D|E|G|IT |K|L2|M|N|R|S1T|S2|T|W|C|F|H|L1|lP |Q|V]|Y

A.insubricus

A. simulatrix .

H. aeolopoides

L.rothschildi

L.migratoria

S.notabilis

S.finotianus

S.octofasciatus

S.savignyi

T.coerulescens

Notes : pour chaque ARNt :
- une couleur apparait, le bleu, indiquant la présence de séquences similaires entre les espéces correspondantes ;

- deux couleurs apparaissent, le bleu et le vert, indiquant la présence de séquences identiques en vert autres que les séquences identiques en bleu ;

- ou trois couleurs apparaissent, le bleu, le vert et I'orange, indiquant la présence de séquences identiques en orange autres que les séquences identiques en bleu et vert.
Notes : les tRAN colorés en vert sont situés sur le brin majoritaire (brin-J), les tRAN colorés en rouge sont situés sur le brin minoritaire (brin-N).
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Tableau 10. Nombre total de différents types de mismatches de bases dans les ARNt des dix
mitogénomes nouvellement séquencés.

trnl * * * * * 1UG 1GU x x x
trnM * * * %* %* %* %* %* %* %*
trnW * * 1AG 1AG * * 1AG 1AC 1AG 1AG
trnLZ * * * %* %* %* %* %* %* %*
D | 1AA 1AA 1AA 1AA 1AA 1AA 1AA 1AA 1AA 1AA
trnK * * * %* %* %* %* %* %*
tmG | 1UG UG 1UG 1UG 1UG 1UG 1UG 1UG 1UG 1UG
tnA | 1GU 2GU 2GU 2GU 1GU 1GU 2GU 1GU 2GU 2GU
trnR | 1GU 1G[CJ}’1U 1GU 1GU 1GU 1GU 1GU 1GU 1GU 1GU
trnN * % % % % % % % % %
1GU/ 1GU/ 1GU/ 1GU/ 1GU/ 1GU/ 1GU/ 1GU/
R e 1UG 1UG 1UG s s 1UG 1UG 1UG UG
trnE * * * * * * * * * %
trnT * * * * * * * * * %
1AC/
trnS2 * 1AC 1AC 1AC * * IAC | IACIUG | 1AC e
x 6 9 9 9 5 6 10 9 9 10
UG/ UG/ UG/
nQ | 1UG 11%%/ 1GU/ 12%%/ 1GU/ 1GU/ 12%%/ UG 11%%/ 12%%/
U 1UU 20U
hii(E * 1UG 20G UG x 1UG 1UG 2G 1UG 1AC
ony | auG 1UG/ UG/ | 206/ | 2UG/ | 2uG/ | 2UG/ | 2UGI | 20G/ | 2UGH
2GU 2GU 2GU 1GU 1GU 2GU 2GU 3GU 1GU
oup | UG/ UG/ UG/ UG/ UG/ UG/ UG/ UG UG/ | 2uG/
1GU 2GU 1GU 2GU 1GU 2GU 1GU 2GU 1GU
U/ U/
1uu/ U/ U/ U/ U/ U/
trnH UG/ U U 1UG/
1GU 20G o UG UG UG UG o
UG/ | 2uG/
tmP | 26U 1GU 26U 1GU s e 1GU 1GU 1GU 1GU
trnL1 * UG UG 1GU 1GU * * . *
UG U/
i 26U 2GU 1GU 20G/ 1GU 1GU 3GU 1GU 2GU
1GU
1GU
s 13 16 18 15 16 17 14 14 15 16
s 19 25 27 24 21 23 24 23 24 26

Note : * : indique l'absence de mismatches de bases.
Note : les tRAN colorés en vert sont situés sur le brin majoritaire (brin-J), les tRAN colorés en rouge sont
situés sur le brin minoritaire (brin-N).

A.i: Acrotylus insubricus, A.s: Aiolopus simulatrix, H.a: Hilethera aeolopoides, L.t: Leptopternis rothschildi,
L.m: Locusta migratoria, S.n: Scintharista notabilis, S.s: Sphingonotus savignyi, S.o. Sphingonotus
octofasciatus, S. f: Sphingonotus finotianus, T.c: Thalpomena coerulescens.
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2.6. Région riche en A+T

La région riche en A+T est la région non codante la plus longue des dix mitogénomes
similaires aux autres mitogénomes métazoaires (Zhang et al., 1995 ; Ma et al., 2009 ; Li &
Liang, 2018 ; Li et Li, 2022). Elle est située entre les genes rrnS et trnl (Figure 3) avec des
longueurs comprises entre 730 pb chez S. notabilis et 898 pb chez S. finotianus (Figure 2), cette
longueur se situe dans la gamme des Oedipodinae utilisés dans cette étude (711 pb chez Locusta
migratoria tibetensis a 1401 pb chez Heteropternis Respondens). La taille de la région riche en
A+T n'est donc pas constante au sein des Oedipodinae mais varie entre elles (Figure 1A de

I’ Annexe 3).

Ces régions contiennent le pourcentage le plus €élevé de nucléotides A+T. La proportion
d'A+T dans les dix nouveaux mitogénomes varie entre 80,3% chez S. octofasciatus et 88,5%

chez A. simulatrix (Tableau 7).

Une comparaison des répétitions en tandem dans la région riches en A+T des dix especes
est présentée dans la figure 11. Les régions riches en A+T chez A. simulatrix, S. finotianus, S.
octofasciatus et S. savignyi ont trois unités de répétition en tandem. Chez 1’4. insubricus, H.
aeolopoides, L. rothschildi, S. notabilis et T. coerulescens la région riche en A+T contient deux
¢léments répétés, tandis qu'une unité de répétition en tandem se trouve dans la région riche en

A+T de L. migratoria (Figure 11 ; Tableau 3 de I’annexe 2).

Les motifs T, sur le brin principal, sont trouvés dans les dix mitogénomes séquencés a
l'intérieur de la séquence tige-boucle dans le premier tiers de la région riche en A+T adjacente au
geéne rrnS, avec 8 pb, mais avec deux nucléotides cytosine insérés (Figure 11; Figure 2 de
I’annexe 3). L'insertion de deux cytosine dans le segment T est observée dans d'autres sous-
familles : Acridinae (Liu & Huang, 2010), Oxyinae (Li et al., 2020) et Melanoplinae (Zhongying
et al., 2020).

La région riche en A+T de L. rothschildilS. notabilis et S. savignyilS. finotianus est
hautement conservée ; elles partagent respectivement 98,9%, bien que loin du coté
phylogénétique, et 94,3% d'identité nucléotidique, tandis que S. notabilis/S. octofasciatus et L.
rothschildil/S. octofasciatus présentent la plus faible identité nucléotidique dans leurs régions

riches en A+T (53,5%).

De plus, la région riche en A+T des insectes contient quelques blocs conservés (Zhang et
al., 1995 ; Liu & Huang, 2010). Les blocs E2 et E1 forment une structure secondaire en tige-
boucle hautement conservée et une séquence consensus de « TATA » en 5' et « GAA(A)T » en 3'

flanquant cette structure (Zhang et al., 1995 ; Zhang & Hewitt, 1997).
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Acrotylus insubricus (886 bp)

Aiolopus simulatrix (876 bp)

- OO :
Poly A
Hilethera aeolopoides(885 bp)

Leptopternis rothschildi (892bp)

Locusta migratoria (892bp)

Scintharista notabilis (730 bp)

s | e [BEEI@@) e |

Sphingonotus finotianus (898 bp)

Sphingonotus octofasciatus (816 bp)

Sphingonotus savignyi (889 bp)

Thalpomena coerulescens (895 bp)

Figure 10. Organisation de la région de controle dans les dix génomes mitochondriaux. Les
répétitions en tandem sont représentées par I'ovale bleu, rouge ou violet avec la longueur de la
répétition a l'intérieur. Les régions non répétées sont représentées par un rectangle vert avec la
longueur de la séquence a l'intérieur. Le rectangle arrondi vert clair est la structure du poly (A).
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Dans les dix mitogénomes séquencés dans cette étude, sept blocs conservés sont identifiés
par alignement entre les dix séquences avec Schistocerca gregaria (Forskal, 1775) et avec toutes
les especes d'Oedipodinae utilisées dans cette étude (Figure 11 ; Figure 2 de I’annexe 3). Les
blocs E2, qui contient les motifs en T, et E1 forment une structure secondaire en tige-boucle
(Figure 12). Cependant, le motif « G(A)nT » n’a pas été trouvé a ’extrémité 3’ chez les dix
especes et le motif « TATA » a ’extrémité 5’ est trouvé chez huit espéces, mais le motif est
séparé de la tige-boucle par un certain nombre de nucléotides. De plus, ces blocs avec la
structure tige-boucle sont conservés dans plusieurs sous-familles d’Acrididae (Ma et al., 2009 ;

Liu & Huang, 2010).
3.Analyses phylogénétiques

Pour clarifier la position phylogénétique de dix espéces d’Oedipodinae nouvellement
séquencées, nous avons analysé 153 séquences complétes de mitogénome représentant 113
especes au total : 60 especes d’Oedipodinae, 11 d’Acridinae et 41 de Gomphocerinae. Deux
autres especes d’Acrididae, Ommexecha virens (Ommexechinae) et Tristira magellanica
(Tristirinae), sont utilisées comme groupe externes (Tableau 1 de I’annexe2). Ces séquences
couvrent I’ensemble des mitogénomes disponibles dans GenBank au 25/11/2024, a I’exception

de Locusta migratoria (Oedipodinae).

La taxonomie des especes suit I’OSF (version 5.0/5.0 ; Cigliano et al., 2024). Les tests de
saturation de substitution n'ont révélé aucune saturation significative dans les quatre ensembles
de données (PCG12, PCG123, PCG+ARNr et 37 genes), les valeurs de Iss étant
significativement inférieures aux seuils critiques (Iss < Iss.cSym ou Iss.cAsym, p = 0 ; Tableau
S3). Ces résultats indiquent que les séquences conservent un signal phylogénétique suffisant

pour des reconstructions fiables.

Les analyses de vraisemblance maximale et d'inférence bayésienne ont produit des
topologies arborescentes largement congruentes. Les différences observées concernent
essentiellement certaines branches terminales au sein des Oedipodinae et des Gomphocerinae
(Figure 14). La majorité des nceuds présentent des valeurs de support €levées, tant pour les
probabilités postérieures (PP) que pour les bootstrap (BS), ce qui renforce la robustesse des

résultats.
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Figure 11. Blocs de séquences conservés dans les régions riches en A+T de dix especes. Le segment polythymine long (stretch T) est souligné et la

boite TATA est encadrée. Dans chaque bloc, les nucléotides identiques dans toutes les séquences sont marqués en haut par des astérisques.
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Figure 12. Structures tige-boucle putatives dans la région riche en A+T de dix especes détectées par le serveur Web Mfold (Zuker, 2003). La boite
« TATA » est soulignée.
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Les deux méthodes produisent des topologies similaires pour chaque jeu de données
(Figure 3, 4, 5 et 6 de I’annexe 3), a l'exception de I'ensemble de données 37 geénes ou les
relations différent entre les clades principaux des trois sous-familles (Figure 6 de ’annexe 3).
Dans l'arbre bayésien, le clade A (Ceracris + Phlaeoba) apparait comme groupe frére du clade
(Oedipodinae + Acridinae), avec un support nodal relativement élevé (PP = 0,901), tandis que
dans l'arbre de maximum de vraisemblance, il est positionné comme groupe frére des
Gomphocerinae, mais avec un support bootstrap modéré (BS = 50). Ce clade inclut également

deux especes de Gomphocerinae : Chorthippus fallax et Gonista bicolor (Figure 13).

Au niveau des sous-familles, les résultats indiquent que, mis a part le genre Ceracris
(Parapleurini), qui apparait comme clade sceur du genre Phlaeoba (Acridinae), toutes les autres
especes d’Oedipodinae se regroupent dans un clade principal. Celui-ci est clade sceur du genre
Acrida (Acridinae), et 1’ensemble constitue un clade sceur de Gomphocerinae. Toutefois,
quelques espéces montrent des positions inattendues : Orinhippus tibetanus et Chorthippus
fallax (Gomphocerinae) sont positionnés au sein du clade Oedipodinae et Gonista bicolor avec
Phlaeoba (Acridinae) (Figure 13). Ces résultats suggeérent que les sous-familles Oedipodinae,

Acridinae et Gomphocerinae ne sont pas monophylétiques.

Au niveau tribal et générique, les topologies obtenues par ML et IB sont globalement
cohérentes. Le genre Phlaeoba (espéces P. albonema, P. infumata, P. tenebrosa) est
systématiquement clade sceur de Ceracris. Les especes P. angustidorsis et P. antennata
présentent toutefois une position variable selon les ensembles de données : regroupées avec le
clade (Ceracris + autres Phlaeoba) dans PCG123 et 37 genes (Figure 4 et 6 de ’annexe 3), elles
apparaissent comme clade sceur d’Acrida dans PCG12 et PCG+ARNT (Figure 3 et 5 de I’annexe
3). Concernant les Gomphocerinae, plusieurs genres apparaissent monophylétiques dans toutes
les analyses (Dociostaurus, Leuconemacris, Mongolotettix, Arcyptera sauf A. meridionalis).
Ces résultats, bien que pertinents, ne constituent pas 1’objectif principal de cette étude et n’ont

pas été approfondis.

Chez les Oedipodinae, notre étude couvre huit tribus sur les seize reconnues. Les analyses
révelent huit clades distincts nommés provisoirement A-H (Figure 13), chacun incluant le genre

type correspondant, ce qui soutient leur validité taxonomique.

Dans les reconstructions phylogénétiques basées sur les matrices PCG12, PCG123 et
PCG+ARNT, le clade de la tribu Trilophidiini constitue la premicre lignée divergente avec un
support nodal important (BS=92, 63 et 81 respectivement ; PP=1 pour toutes les matrices)
(Figure 3, 4 et 5 de ’annexe 3), tandis qu'avec le jeu de données 37 genes, le clade basal

correspond a la tribu Epacromiini avec un soutien robuste (PP=1) (Figure 6 de I’annexe 3).
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Clade A — (BS=100, PP=1) : le plus basal, il inclut Ceracris Walker, 1870 et Mecostethus
Fischer, 1852 (le genre type de la tribu Parapleurini Brunner von Wattenwyl, 1893). Bien
que Ceracris soit actuellement class¢ parmi les Oedipodinae selon 1'OSF, il s’associe a
Phlaeoba (Acridinae) avec un support statistique élevé (BS=99, PP=1), indiquant un

caracteére paraphylétique.

Clade B — (BS = 100, PP = 1) : comprend deux séquences du genre Trilophidia Stal, 1873
(Trilophidiini Shumakov, 1963), qui forment un clade fortement soutenu (BS=100, PP=1)

avec I’Hilethera aeolopoides (Epacromiini) dans toutes les topologies générés.

Clade C — (BS = 100, PP = 1) : regroupe Epacromius Uvarov, 1942 (le genre type) et
Aiolopus Fieber, 1853. Cependant, Mecostethus sp. (Parapleurini) apparait comme groupe

frére de ces deux genres.

Clade D — (BS =99, PP = 1) : la tribu Acrotylini Johnston, 1956 est représentée par une
seule espece, Acrotylus insubricus (Scopoli, 1786), donc, la monophylie d’Acrotylini n'a pu
étre testée. L’A. insubricus forme un clade bien soutenu (BS=72, 97 et 99, PP=0.87,1 et 1
respectivement) avec 1’ Heteropternis respondens (Epacromiin) dans PCG12, PCG123 et 37

genes, mais apparait clade sceur du groupe (Heteropternis + Locustini) dans PCG+ARNT.

Clade E — (BS=100, PP=1) : inclut les genres Pternoscirta Saussure, 1884, Oedaleus Fieber,
1853, Scintharista Saussure, 1884, Gastrimargus Saussure, 1884 et Locusta Linnaeus,
1758de la tribu Locustini Kirby, 1825. Cependant, Mecostethus parapleurus (Hagenbach,
1822), appartenant a la tribu Parapleurini, s'integre également dans ce clade. Les séquences
de Locusta migratoria présentent des branches trés courtes, traduisant une relation
extrémement étroite, tandis que les deux séquences de Gastrimargus montrent une

divergence marquée.

Clade F — (BS=100, PP=1) : constitu¢ des deux especes du genre Oedipoda Latreille, 1829,
confirmant la monophylie de la tribu Oedipodini Walker, 1871.

Clade G — (BS=100, PP=1) : représente la tribu Bryodemini Bey-Bienko, 1930, incluant les
genres Bryodema Fieber, 1853, Bryodemella Yin, 1982, Bryodemacri Benediktov, 1998,
Angaracris Bey-Bienko, 1930, Uvaroviola Bey-Bienko, 1930 et Compsorhipis Saussure,
1889. Cependant, l'espéce Hilethera xinjiangensis (Epacromiini) de la Chine apparait

comme groupe frére de la tribu Bryodemini avec un support robuste (BS=100, PP=1).

Clade H — (BS=100, PP=1) : ce dernier clade comprend les genres Sphingonotus Fieber,
1852, Thalpomena Saussure, 1884 et Helioscirtus Saussure, 1884 de la tribu Sphingonotini

Johnston, 1956, ainsi que Leptopternis Saussure, 1884 (non assigné a une tribu selon I’OSF).
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De maniére inattendue, ce clade inclut également deux espéces appartenant a d'autres sous-
familles : Orinhippus tibetanus (Gomphocerinae) et Sinophlaeoba bannaensis (Acridinae).
L'espéce Pyrgodera armata (Fischer von Waldheim, 1820) (Locustini) se positionne comme

groupe freére du clade (Bryodemini + Sphingonotini) avec un support significatif (BS=99,
PP=1).

70


http://orthoptera.archive.speciesfile.org/common/basic/Taxa.aspx?TaxonNameID=1103072

Résultats

_§
%

9 opEID

i 4 opEy

Acrids cineres KXGT3165 1
A0t anposphat PRSGE4T 1
'

wppydojy  juwosdedy

1
e Pocctoscyion ninganss k522120 1

71



Résultats

Figure 13. Arbre phylogénétique reconstruit par inférence bayésienne (BI) et par la méthode du
maximum de vraisemblance (ML), a partir de I’ensemble de données PCG + ARNr. Le support
bootstrap (ML) en haut et les probabilités postérieures (BI) en bas sont indiqués aux nceuds. Le
numéro d'accession de chaque espeéce enregistrée dans GenBank est indiqué. Les especes
séquencées dans cette étude sont écrites en gras. Le bleu représente les Gomphocerinae, le rose
représente les Acridinae, le noir représente les Oedipodinae et le gris représente les espeéces du

groupe externe.
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L’ADN mitochondrial animal est de petite taille (15-20 kb), circulaire et
extrachromosomique (Boore, 1999 ; Cameron, 2014 ; Lavrov & Pett, 2016). Il se distingue par sa
densité importante en génes et I’absence d’introns, sauf chez les Cnidaires (Boore et al., 2006),
ainsi que par l'absence de recombinaison, I'hérédité maternelle et des taux de substitution élevés
(Toews & Brelsford, 2012; Zhang et al., 2021). Ces caractéristiques en font un outil privilégié
pour I’é¢tude des insectes, plus pratique que le génome nucléaire (Cameron, 2014). Les
mitogénomes sont ainsi largement utilisés en systématique moléculaire (2 différents niveaux
taxonomiques), génétique des populations, phylogéographie, diagnostic et études évolutives

(Cameron, 2014 ; Zhang et al., 2021 ; Xing et al., 2025).

La comparaison des génomes mitochondriaux offre des avantages considérables pour
I’étude de I’évolution et a permis de résoudre de nombreuses questions phylogénétiques (Boore
et al., 2006). L'utilisation de séquences d'ADN mitochondriale entiéres s'avére beaucoup plus
puissante pour la reconstruction phylogénétique que l'analyse de genes uniques (Macey et al.,
2004 ; Boore et al., 2005). De plus, Les séquences complétes du génome mitochondrial
fournissent également un ensemble de caractéres au niveau du génome, tels que les structures
secondaires de I’ARN, les mécanismes de réplication et de transcription, et en particulier les
arrangements relatifs des génes, qui constituent un indicateur fiable d'une ascendance commune
(Boore et al., 2005). La caractérisation du génome mitochondrial a enrichi notre connaissance
des génomes mitochondriaux des orthopteres du monde entier. Par conséquent, les relations

phylogénétiques chez les orthopteres peuvent étre réexaminées (Gao et al., 2017).

Dans la présente étude, nous avons déterminé pour la premiére fois les séquences
mitogénomiques complétes de 9 especes d’Oedipodinae ainsi qu’une séquence de Locusta
migratoria. Ces séquences ont été comparées a celles d'autres especes de la méme sous-famille et
a celles d’autres sous-familles, afin d’examiner différentes caractéristiques, notamment la
structure et I’arrangement du génome, la composition en nucléotides, 1'utilisation des codons, le
modele d'espacement et la structure de la région riche en A+T. De plus, une analyse
phylogénétique utilisant les séquences mitogénomiques disponibles d'autres espéces
d’Oedipodinae, Acridinae et Gomphocerinae a ¢été réalisée pour déterminer les relations

phylogénétiques entre ces sous-familles d’Acrididae.
1. Extraction de ’ADN

L’analyse de ’ADN est devenue indispensable dans un large éventail de domaines de la

biologie moderne (la biotechnologie, la phylogénie,etc.) (Alberts al., 2015). La réussite de toute
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¢tude moléculaire en aval (PCR, séquencage etc.) dépend intrins€quement de la qualité de ' ADN
initialement extrait, c'est-a-dire de sa quantité, de sa pureté et de son intégrité (Green &
Sambrook, 2012 ; Batalini et al., 2020). L'extraction de I'ADN, bien que semblant étre une étape
préliminaire simple, constitue souvent un défi majeur en laboratoire. Son efficacité dépend de
plusieurs facteurs, notamment la nature du tissu utilis¢, 1’état de conservation de 1’échantillon,

ainsi que la méthode d’extraction employée (Chen et al., 2010 ; Naeem et al., 2020).

Une méthode d’extraction efficace devrait permettre d’obtenir un rendement élevé et
constant en ADN a partir d’'un grand nombre d’échantillons, tout en garantissant une pureté
optimale. Elle devrait également reposer sur 1’utilisation de réactifs peu toxiques, s’effectuer
dans un délai réduit et offrir un bon rapport cott-efficacité. La simplicité de mise en ceuvre et la
réduction de la charge de travail constituent aussi des critéres essentiels dans le choix d’une

méthode d’extraction idéale (Koshy et al., 2017 ; Naeem et al., 2020).

L'évaluation globale des quatre protocoles révele des rendements d'extraction satisfaisants
avec une pureté acceptable concernant la contamination protéique, bien qu'une contamination

organique et des sels résiduels aient ét€ notés.

La comparaison avec les données de la littérature montre des performances variables selon
les protocoles testés. Le P3 a généré des rendements et une pureté inférieure a ceux rapportés par
Chen et al. (2010), tandis que le P4 a surpassé ces valeurs, avec des rendements environ deux
fois plus élevés, tout en maintenant des ratios A260/A280 et une intégrit¢ d'ADN comparables.
Par ailleurs, une autre étude a montré que I’extraction d’ADN par la méthode au phénol-
chloroforme présente une productivité nettement supérieure a celle obtenue avec des protocoles
basés sur des concentrations salines élevées (Naeem et al., 2020). En revanche, le P1 présente
une discordance notable avec 1'étude originale de Mega et Revers (2011) : alors que ces auteurs
rapportent un ADN intact pour tous les arthropodes analysés, nos extraits ont révélé une
dégradation significative, bien que les parametres de concentration et de pureté restent

comparables a ceux qu’ils avaient rapportés.

Concernant 'aptitude de I'ADN extrait aux applications moléculaires, 1'amplification PCR
s'est révélée pleinement réussie avec le P4et partiellement efficace avec le P3. Ces résultats
différent de ceux de Chen et al. (2010), qui démontrent que ces deux méthodes générent des
quantités d'ADN suffisantes pour la PCR. De méme, Mega et Revers (2011) ont rapporté des
performances optimales de leurs extraits en AFLP, tous les échantillons testés présentant une
qualité satisfaisante, alors que nos tentatives d'amplification du fragment du gene COX1 a partir

de nos extraits ont échoué.
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Bien que I'ADN obtenu avec le P4 ait présenté des indices de pureté non satisfaisants lors
de I'analyse spectrophotométrique (présence de contaminants organiques et de sels résiduels), les
résultats d'amplification ont révélé des bandes nettes et bien définies (Photo 3 et 5). Cette
observation suggere que la présence de contaminants détectée par spectrophotométrie ne
compromet pas nécessairement les performances de la PCR (Naeem et al., 2020 ; Batalini et al.,
2020). Par ailleurs, le P4 présente un avantage économique notable comparativement au kit

commercial.

En comparaison avec les travaux de Chen et al. (2010), les résultats obtenus avec notre P4
ont révélé des concentrations d'ADN plus faibles que celles rapportées par ces auteurs, malgré
les optimisations apportées a notre méthode. Ces différences laissent penser que la
reproductibilité des méthodes conventionnelles d'extraction pourrait étre influencée par plusieurs
facteurs, notamment la provenance des réactifs, le type d'équipement utilisé et les conditions

environnementales du laboratoire (Batalini et al., 2020).
2. Analyses comparatives des dix mitogénomes d’Oedipodinae
2.1. Organisation du mitogénome

Le génome mitochondrial des insectes se compose de deux parties distinctes : une vaste
région codante, qui en constitue la majeure partie, et une région non codante plus réduite. La
région codante comprend 37 genes : 13 codent pour des sous-unités protéiques des enzymes
impliquées dans la phosphorylation oxydative, deux pour les ARN ribosomiques (ARNr) du
ribosome mitochondrial et 22 pour les ARN de transfert (ARNt) nécessaires a la traduction des
protéines mitochondriales (Boore, 1999 ; Cameron, 2014b ; Lavrov & Pett, 2016). Ces éléments,
associés aux ARN et protéines importés du cytoplasme, permettent aux mitochondries de
disposer de leurs propres mécanismes de réplication de I'ADN, de transcription, de maturation

des ARNm et de synthése protéique (Boore, 1999).

Il s'agit du contenu génétique le plus souvent trouvé dans I’ADNmt des métazoaires
(Wolstenholme, 1992), bien que certaines différences aient été signalées chez les invertébrés,
comme l'absence du gene ATPase 8 chez les nématodes (Flook et al., 1995). Cet ensemble de 37
genes reste globalement conservé chez les métazoaires bilatériens, a quelques exceptions pres
(par exemple, la perte d'un petit nombre de genes dans certains groupes dérivés) (Cameron,

2014b).

Chez les insectes, malgré des variations de taille globale des mitogénomes, la région
codante conserve une longueur relativement stable, comprise entre 14 700-14 800 pb chez les

Oedipodinae, Acridinae et Gomphocerinae (Figure 1 de I’annexe 3), ainsi que chez d’autres
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ordres comme les coléopteres (Sheffield et al., 2008). Les différences de taille totale entre
especes résultent principalement de variations dans la longueur de la région de contréle (Luo et
al., 2024). Cette stabilit¢é joue un role crucial dans le fonctionnement et I'évolution des
mitochondries puisque les geénes mitochondriaux sont vitaux a l'activité de 1’organite, leur
structure et leur taille tendent a se maintenir d'une espéce a l'autre. Toute modification de
I'étendue de la région codante pourrait compromettre 1'efficacité énergétique et la viabilité des
insectes, ce qui explique pourquoi la sélection naturelle en favorise la stabilité¢ (Sheffield et al.,

2008).

La région non codante, généralement unique et étendue, contraste avec le reste du génome
mitochondrial, caractérisé par une quasi-absence de séquences intergéniques. Cette zone peut
toutefois présenter des variations de taille marquées entre les espéces des sous-familles étudiées
(Figure 1 de I’ Annexe 3), mais aussi entre différents ordres, comme les Iépidopteres (Yang et al.,
2020), les coléopteres (Sheffield et al., 2008) et plus largement I’ensemble des insectes (Li et al.,
2020 ; Yang et al., 2020 ; Luo et al., 2024). Ces variations s’expliquent par divers mécanismes,
notamment la duplication de séquences et la réplication par glissement des répétitions en
tandem®. Toutefois, la taille du génome mitochondrial est généralement considérée comme ayant

peu d’impact direct sur la taxonomie ou I’évolution (Flook et al., 1995).
2.1.1. Arrangement du génome

Les caractéristiques du réarrangement génétique sont €également un sujet d'actualité dans la
recherche sur le mitogénome (Yoshizawa et al., 2018 ; Xie et al., 2019 ; Papetti et al., 2021 ; Ge
et al. 2022 ; Gaugel et al., 2023). Les comparaisons des arrangements géniques dans le
mitogénome peuvent constituer des caractéres informatifs et des signatures moléculaires
potentiellement puissantes pour la reconstruction phylogénétique a différents rangs
taxonomiques et pour I'é¢tude de I'évolution adaptative (Flook et al., 1995 ; Babbucci et al., 2014 ;
Ge et al., 2022 ; Gaugel et al., 2023), car les réarrangements semblent étre des événements
uniques, relativement rares en tant qu'événements évolutifs (Boore, 1999 ; Cameron, 2014 ;

Zhang et al., 2015 ; Galaska et al., 2019).

L'ordre et I'orientation géniques des dix mitogénomes sont identiques a ceux des Caelifera,
caractérisés par la transposition trnK/trnD — trnD/trnK. Cette transposition représente une

synapomorphie confirmée pour ce groupe (Fenn et al., 2008 ; Liu & Huang, 2010 ; Song et al.,

4 Ce phénomeéne est attribué a la réplication par glissement des répétitions en tandem (slippage replication of tandem
arrays), un mécanisme au cours duquel I’ADN polymérase perd son alignement correct sur des séquences répétées.
Ce désalignement peut conduire a I’insertion ou a la délétion de motifs répétés, entralnant ainsi une variation de la
taille des séquences en tandem (Levinson & Gutman, 1987 ;Schlétterer C, Tautz D, 1992; Hancock, 1995).
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2015 ; Lietal., 2019 ; Xu et al., 2021, Zhang et al., 2023 ; Gaugel et al., 2023), a l'exception des

trois sous-familles de Tridactylidae, qui conservent la condition ancestrale (Song et al., 2015).

Les ADNmt des insectes présentent différents ordres génétiques, résultant de mécanismes
de réarrangement ou un geéne peut étre transposé (déplacé vers un emplacement différent sur le
méme brin), inversé (déplacé vers le brin opposé tout en conservant sa position relative), ou subir
une combinaison de ces deux événements (Babbucci et al., 2014). Le fait que la plupart des
réarrangements génétiques affectent préférentiellement les ARNt, comparativement aux PCG et
aux ARNr, témoigne de la neutralité sélective relative a la position des ARNt dans le génome

mitochondrial (Dowton et al., 2009 ; Kaur et al., 2024).
2.1.3. Espaceurs et chevauchements intergéniques

Les génes chevauchants correspondent a deux geénes adjacents dont les régions codantes se
chevauchent partiellement (Fukuda et al., 1999 ; Pavesi et al., 2018). Ce phénoméne a été
identifi¢ dans les génomes procaryotes, eucaryotes, viraux et mitochondriaux (Fukuda et al.,
1999 ; Veeramachaneni et al., 2004 ; Pavesi et al., 2018 ; Wright et al., 2022). Ces régions de
chevauchement sont impliquées dans la régulation de l'expression génique et de la traduction

(Fukuda et al., 1999).

Les régions intergéniques, également connues d'ADN espaceur ou parfois Junk DNA, sont
des segments d'ADN situés entre deux genes codant pour des protéines ou des ARN (Tropp,
2008 ; Yadav & Mohapatra, 2018). Elles jouent un rdle important dans l'initiation de la
réplication et la régulation de l'expression des genes et peuvent contenir des éléments régulateurs,
tels que des sites de liaison pour des facteurs de transcription, des activateurs, des promoteurs,
des opérateurs, etc., qui influencent 1'activité des génes voisins (Skelly & Clark- Walker, 1990 ;
Cornuet et al., 1991 ; Moudy et al., 2004 ; Velten et al., 2005 ; Nakagawa et al., 2008 ; Yadav &
Mohapatra, 2018 ; Wheeler et al., 2020). La taille de ces régions varie significativement entre les
organismes. Chez les eucaryotes, on observe généralement de longues séquences intergéniques.
En revanche, dans les génomes bactériens, de levures et mitochondriaux, ces régions sont

nettement plus courtes, voire inexistantes (Wolstenholme, 1992 ; Yadav & Mohapatra, 2018).

Les séquences analysées (Oedipodinae, Acridinae et Gomphocerinae) présentent une
grande similarité concernant le nombre et la longueur des régions intergéniques ainsi que des
chevauchements intergéniques. Cependant, quelques exceptions notables sont observées,
notamment chez Chorthippus fallax MK693137 avec un espaceur trnl/trnQ de 195 pb et chez
Acrida cinerea KX673195 avec un espaceur trnH/ND4 de 185 pb. Cette organisation génomique

est également observée chez d'autres sous-familles d'Acrididae, telles que les Melanoplinae (Xu
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et al., 2021), Oxyinae (Li et al., 2020), Catantopinae (Li et al., 2019), ainsi que dans la famille
Pamphagidae (Zheng et al., 2021).

Chez les insectes, 1'évolution mitochondriale est traditionnellement considérée comme
favorisant la réduction de la taille du génome, notamment par I'élimination des espaceurs
intergéniques (Sheffield et al., 2008). Cependant, de grands espaceurs intergéniques sont
observés chez cinq especes de la sous-famille Scelimeninae (Orthoptera: Caelifera: Tetrigidae)
entre trnS2/ND1 : 642 pb chez Falconius longicornis, 945 pb chez Zhengitettix curvispinus, 862
pb chez Loxilobus prominenoculus, 709 pb chez Eucriotettix oculatus, et 399 pb chez
Thoradonta nodulosa (Li et al., 2021). Des espaceurs de grande taille sont également rapportés

chez d'autres groupes d'insectes (Ma et al., 2017).
2.2. Composition nucléotidique des mitogénomes

La teneur en A+T, I’AT-skew et le GC-skew sont reconnues comme les parametres
généraux pour l'étude de la composition nucléotidique des mitogénomes (Li et al., 2020).
L'asymétrie des brins se traduit généralement par un AT-skew, exprimée par (A—T)/(A+T), et un
GC-skew, exprimée par (G—C)/(G+C) (Perna & Kocher, 1995). Les valeurs positives d'AT-skew
indiquent plus de A que de T sur le brin cible, et les valeurs positives de GC-skew indiquent plus

de G que de C, et vice versa.

Chez les insectes, la composition nucléotidique des mitogénomes est caractérisée par une
forte dominance des bases A et T et un faible contenu en C et G (Li et al., 2012 ; Cameron, 2014
; Zhongying et al., 2020). Ce biais varie considérablement a la fois d'un ordre a l'autre et au sein
des ordres (Cameron, 2014). Ces caractéristiques sont le reflet de l'histoire évolutive et des

adaptations des insectes.

Le biais A+T observé dans les mitogénomes est principalement dii a des mutations
asymétriques et a la pression de sélection au cours des processus de réplication et de
transcription de 'ADN mitochondrial (Zhang et al., 2015). Ainsi, les pressions mutationnelles
asymétriques entre le brin-J et le brin-N peuvent fagonner la composition nucléotidique des
génomes viraux, procaryotes et eucaryotes au cours de ces processus (Nikolaou & Almirantis,
2005 ; Moeckel et al., 2023). Lobry & Sueoka (2002) démontrent que les asymétries s'expriment
principalement dans les positions du troisieme codon des geénes ainsi que dans les régions non

codantes ou la pression sélective est minimale.

Dans 'ADNmt de la Drosophila melanogaster et de la souris, la transition de G:C a A:T
est la mutation dominante (Haag-Liautard et al., 2008 ; Stewart et al., 2008). De plus, certains

chercheurs supposent que la mutation de C en T dans le mitogénome des insectes est a 'origine
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de la teneur élevée en A+T des genes mitochondriaux (Consortium, 2006 ; Zhongying et al.,

2020, Li et al., 2020).

Chez les vertébrés, la désamination cytidine qui favorise les transitions C:G vers T:A est la
principale source de mutation dans ' ADNmt (Tanaka & Strand, 1994 ; Faith & Pollock, 2003).
Des expériences ont montré que I'ADN a brin unique est plus susceptible de subir des
désaminations spontanées des nucléotides A et C, pendant la réplication, que 'ADN double brin.
(Frederico et al., 1990 ; Reyes et al., 1998). La désamination de l'adénine donne de
I'hypoxanthine, qui s'apparie préférentiellement avec la cytosine plutét qu’a la thymine, tandis
que la désamination de la cytosine produit de I'uracile (U), qui est reconnu comme une thymine
(T) par les mécanismes de réplication de I'AND et s'associe donc a A au lieu de G (Lindahl,

1993).
2.3. Génes codant pour des protéines

Les geénes codant pour les protéines (PCG) constituent des éléments essentiels des génomes
mitochondriaux, car ils produisent les protéines impliquées dans divers processus cellulaires.
Dans cette étude, nous avons analysé les PCG de dix especes appartenant a la sous-famille des
Oedipodinae, afin de caractériser leurs propriétés moléculaires et leur dynamique évolutive. Les
résultats mettent en évidence 1’ordre des genes, les codons d’initiation et de terminaison
(start/stop codons), le biais d’utilisation des codons synonymes ainsi que les taux d’évolution des
PCG. L’action de la sélection purificatrice contribue a éclairer les contraintes fonctionnelles et
I’évolution adaptative de ces genes mitochondriaux essentiels, améliorant ainsi notre

compréhension de la biologie et de la diversification évolutive des Oedipodinae.
2.3.1. Ordre des génes

Conformément a ce qui a été rapporté¢ dans d'autres mitogénomes d’Acrididae (Liu &
Huang, 2010 ; Zhang et al., 2013 ; Li et al., 2020 ; Zhongying et al., 2020), les dix especes
d’Oedipodinae analysées possédent 13 geénes codant pour des protéines : les sous-unités 6 et § de
I’ATPase (ATPase 6 et ATPase 8), les sous-unités 1 a 3 de la cytochrome oxydase (COX1-
COX3) et les sous-unités 1 a 6 et 4L de la NADH déshydrogénase (NDI-ND6 et ND4L). Neuf
PCG sont situés sur le brin-J, tandis que les quatre autres (NDI1, ND4, ND4L et ND5) sont
localisés sur le brin-N. Cet agencement (Figure 3, Tableau 2 de I’annexe 2) est cohérent avec
d’autres mitogénomes d’Acrididae publiés et refléte un schéma relativement conservé au sein

des orthopteres (Gaugel et al., 2023).
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2.3.2. Codons d’initiation et de terminaison

Chez les insectes, la plupart des génes codant pour des protéines — a 1’exception de
COX1— nutilisent des codons d’initiation typiques ATN (codant pour la méthionine ou
I’isoleucine) (Sheffield et al., 2008). Toutefois, le géne COXI1 se distingue par 'utilisation de
codons atypiques. Par exemple, le codon CCG a été signalé chez plusieurs Acrididae (Ye et al.,
2012 ; Zhang et al., 2013 ; Song et al., 2014 ; Zhongying et al., 2020), chez le Pampagidae
(Zhang et al., 2013) ainsi que chez Anabrus simplex (Tettigoniidae : Ensifera). Cependant, ce
codon n’est pas conservé de maniére universelle, puisque d’autres codons d’initiation ont été
rapportés pour COX1 : ACG (Flook et al., 1995), TTA (Zhou et al., 2007 ; Ma et al., 2012),
ACC (Yang et al., 2016 ; Li et al., 2019 ; Chang et al., 2020 ; Zhongying et al., 2020 ; Zhang et
al., 2023), ACA (Luo et al., 2024), AAA (Liu & Huang, 2010 ; Chang et al., 2020 ; Luo et al.,
2024), CAA (Leavitt et al., 2013 ; Chang et al., 2020 ; Zhang et al., 2023), ATCA (Zhang et al.,
2015), TCG (Nardi et al., 2003 ; Zhou & Yang, 2022), TTG (Lutz-Bonengel et al., 2004 ; Hong
etal., 2008 ; Lietal., 2012 ; Maetal., 2017 ; Yu et al., 2019 ; Li et al., 2021 ; Zhao et al., 2021),
CGA (Kim et al., 2018 ; Han et al., 2018 ; Yang et al., 2020 ; Ma et al., 2020) et CTG (Tableau
S2).

Des codons d’initiation atypiques sont également identifiés dans d’autres genes
mitochondriaux. Par exemple : GCU dans ND5 (Liu & Huang, 2010) ; GTG dans ND1 (L1 et
al., 2012), ND5 (Zhang et al., 2022), ATP6 (Zhang et al., 2023), COX2 (Kim et al., 2018), ATP8
et ATP6 chez E. gibbosus ; ainsi que dans ND6 (Li R. et al., 2021). Dans les especes analysées
dans cette étude, le codon GTG a été observé dans ND2, ND5 et ATP6 (Tableau S2), tandis que
le codon TTG est retrouvé dans ND1 et NDS5 (Zhou & Yang, 2022), ainsi que dans ATP8 (Li et
al., 2021 ; Yang et al., 2023), ND5 (Zhang et al., 2022) et ND4L (Li, 2019).

Concernant les codons de terminaison, de nombreux mitogénomes d’insectes présentent
des codons incomplets (Sheffield et al., 2008 ; Yang et al., 2020 ; Zhou & Yang, 2022) ainsi que
dans les mitogénomes de métazoaires en général (Ojala et al., 1981 ; Li et al., 2021). Ce codon
incomplet est complété par 1'ajout de résidus adénine a l'extrémité 3' lors de la maturation de
I'ARNm par la poly (A) polymérase, générant ainsi un codon stop TAA fonctionnel (Ojala et al.,
1981 ; Babbucci et al., 2014 ; Li et al., 2019 ; Zardoya, 2020).

L’utilisation de codons d’initiation atypiques et de codons de terminaison incomplets est
interprétée, dans une perspective évolutive, comme une stratégie visant a minimiser la taille des
espaceurs intergéniques et a réduire les chevauchements entre genes (Bae et al., 2004 ; Sheffield

et al., 2008 ; Ma et al., 2020).
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2.3.3. Biais d’utilisation des codons synonymes®

Avec les progres rapides du séquencgage des génomes mitochondriaux complets, 1’analyse
du biais d’usage des codons a 1’échelle du génome, plutdét que sur un seul géne ou un petit
ensemble de geénes, a suscit¢ un intérét croissant. Ces recherches sont essentielles pour
comprendre 1’évolution fonctionnelle des génomes, tant au sein des especes qu’entre elles

(Zhongying et al., 2020).

Le biais d’usage des codons synonymes est un phénoméne universel, rapporté dans
I’ensemble des régnes du vivant (Moutinho & Eyre-Walker, 2024). De nombreuses études ont
montré que les codons synonymes ne sont pas utilisés de maniére aléatoire, certains étant
préférentiellement employés par rapport a d’autres (Duret, 2002 ; Angellotti et al., 2007 ; Plotkin
& Kudla, 2011 ; Shi et al., 2022 ; Moutinho & Eyre-Walker, 2024).

Les modeles expliquant cette variation se répartissent en deux grandes catégories,
correspondant a deux forces évolutives indépendantes et non exclusives : le biais mutationnel et
la sélection traductionnelle (Duret, 2002 ; Plotkin & Kudla, 2011 ; Benisty et al., 2023). Le
modele sélectif postule une coadaptation entre 1’'usage des codons synonymes et 1’abondance
relative des ARNt afin d’optimiser ’efficacité et la précision de la traduction (Duret, 2002 ;
Plotkin & Kudla, 2011 ; Moutinho & Eyre-Walker, 2024). A Pinverse, le modéle neutre, ou biais
mutationnel, attribue les variations d’usage des codons a des processus mutationnels non
sélectifs, considérant que les mutations et la composition en bases constituent la principale force
faconnant les fréquences de codons (Duret, 2002 ; Plotkin & Kudla, 2011). Ainsi, les
mécanismes mutationnels expliqueraient la majorit¢ des différences observées entre especes,
tandis que la sélection traductionnelle jouerait un réle majeur dans les variations systématiques

au sein d’'un méme génome (sauf chez les mammiferes) (Plotkin & Kudla, 2011).

La quantification des biais d’usage des codons, en particulier a 1’échelle génomique,
contribue a la compréhension des processus évolutifs (Angellotti et al., 2007). Elle revét
également une importance pour les études d’adaptation moléculaire et les applications
biotechnologiques (Shi et al., 2022). L’utilisation relative des codons synonymes (RSCU)
constitue un indicateur de ce biais et est couramment utilisée en génomique comparative afin
d’éclairer les différences d’expression génétique, I’évolution des génomes et les mécanismes de

régulation de la traduction (Plotkin & Kudla, 2011 ; Yu et al., 2019 ; Benisty et al., 2023).

S Le biais d'usage des codons se définit comme une utilisation différentielle des codons synonymes pour coder un
acide aminé (Hershberg & Petrov, 2008 ; Benisty et al., 2023).
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Dans notre étude, le modele d’usage des codons dans les dix mitogénomes d’Oedipodinae
analysés est conforme au code génétique mitochondrial standard des invertébrés et révele une
forte préférence pour les codons riches en A+T. Cette tendance, déja observée chez d’autres
insectes, contribue au biais A+T global des mitogénomes (Ma et al., 2017 ; Zhao et al., 2021).
Par ailleurs, les propriétés physicochimiques des acides aminés influencent également la

sélection et la formation de ce biais (Yang et al., 2023).

L’analyse comparative montre que les préférences en codons synonymes sont hautement
conservées parmi les dix especes étudiées. Les codons les plus fréquemment utilisés (ATT (I),
TTT (F), TTA (L), et TTT (M)) sont exclusivement composés de bases A et T. Ces résultats
concordent avec ceux rapportés pour d’autres Oedipodinae, ainsi que pour d’autres sous-familles
d’Acrididae telles que les Gomphocerinae (Zhang et al., 2013 ; Wang et al., 2023), les Acridinae
(Liu & Huang, 2010), les Melanoplinae (Podismini: Sinopodisma) (Zhongying et al., 2020), les
Catantopinae (7raulia, Choroedocus, Stenocatantops) (Li et al., 2019). Ils sont également
cohérents avec les observations faites dans d’autres familles comme les Pamphagidae (Zheng et
al., 2021) ou les Scelimeninae (Li et al., 2021), et dans d’autres ordres d’insectes, notamment les
1épidopteres (Li et al., 2012 ; Han et al., 2018 ; Ma et al., 2020 ; Yang et al., 2021), les dipteres
(Li, 2019 ; Liet al., 2021 ; Zhang et al., 2022 ; Yang et al., 2023 ; Li & Li, 2022), les mécopteres
(Hua et al., 2024) et les hétéropteres (Zhao et al., 2021).

Il convient toutefois de souligner que certaines différences existent. Chez certains
Acrididae : Melanoplinae (Podismini : Alulacris) (Xu et al., 2021), Catantopinae (Ranacris),
Habrocneminae et Conophyminae (Zhang et al., 2023), des codons contenant C et G (TCA, TCT,
CGA, ACA, GGA et GCT) apparaissent plus fréquemment. Des résultats similaires sont
également rapportés chez les dipteres (Delia antiqua) (Zhang et al., 2015) et chez les Blattodea
(Maet al., 2017).

Enfin, I’abondance d’acides aminés hydrophobes observée s’explique par le role des 13
geénes mitochondriaux codant pour des protéines transmembranaires, formant des sous-unités
essentielles des complexes de phosphorylation oxydative I, III, IV et V de la chaine respiratoire
(Kiihlbrandt, 2015). Ces protéines, COX1-3 (Timon-Goémez et al., 2018), ND1-6 (Voet et al.,
2013), ainsi que les cinq autres protéines (Eaglesfield & Tokatlidis, 2021) sont hautement
hydrophobes, ce qui justifie leur production directe dans la mitochondrie. Si elles étaient
synthétisées dans le cytosol, leur importation et leur insertion dans la membrane interne seraient

difficiles (Zardoya, 2020).
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2.3.4. Taux d’évolution des PCG

Dans I'¢tude de la divergence évolutive des séquences d'ADN, il est souvent nécessaire
d'estimer séparément le nombre de substitutions de nucléotides synonymes (silencieuses) et non
synonymes (altérant les acides aminés) (Nei & Gojoborit, 1986). Le rapport entre ces deux types
de substitutions, not¢ dN/dS ou ®, constitue un indicateur largement utilis¢é en génétique
évolutive pour évaluer la force et la nature de la sélection naturelle agissant sur les genes codant

des protéines (Mugal et al., 2013 ; Jeffares et al., 2015 ; Zhou & Yang, 2022).

Dans notre étude, les rapports Ka/Ks moyens sont inférieurs a 0,3 pour les 13 PCG, ce qui
indique que D’ensemble de ces geénes évolue principalement sous l’effet d’une sélection
purificatrice. Les genes du complexe de la cytochrome ¢ oxydase (COX1-3) et le gene CYTB
présentent des taux d’évolution nettement plus faibles que ceux du complexe de la NADH
déshydrogénase (ND1-6). Parmi ces derniers, ND6 affiche le rapport Ka/Ks le plus élevé, tandis
que COXI1 présente le plus faible, traduisant de fortes contraintes évolutives sur ce geéne. Ces
résultats suggerent qu’une sélection purificatrice intense agit sur les génes du complexe COX
chez les dix especes d’Oedipodinae étudiées, en accord avec les observations faites sur d’autres
mitogénomes d’insectes (Schmidt et al., 2001 ; Li et al., 2012, 2021 ; Yu et al., 2019 ; Li et al.,
2021). A I’inverse, le géne ND6, qui présente les ratios Ka/Ks les plus élevés, semble évoluer
plus rapidement que les autres PCG, ce qui suggere qu’il pourrait constituer un marqueur

pertinent pour I’évaluation des relations intraspécifiques (Yu et al., 2019).

Enfin, I’analyse de la pression de sélection montre que les rapports o de I’ensemble des
PCG demeurent inférieurs a 1, confirmant que ces genes remplissent des fonctions essentielles et
subissent une sélection purificatrice visant & maintenir leur intégrité fonctionnelle (Chang et al.,

2020).
2.4. Génes d'ARN de transfert

Les geénes d’ARNt jouent un role crucial dans la synthése des protéines, en servant
d’adaptateurs qui transportent des acides aminés spécifiques vers le ribosome au cours de la
traduction. Dans cette étude, nous avons examiné les caractéristiques et les structures
secondaires des génes d’ARNt chez dix espéces appartenant a la sous-famille des Oedipodinae.
Nos résultats montrent que les génes codant pour les ARNt dans ces dix nouveaux mitogénomes
présentent globalement les mémes caractéristiques que celles décrites dans la plupart des

métazoaires.

La longueur des ARNt dans les mitogénomes analysés varie de 61 a 72 pb chez les

Oedipodinae, Acridinae, Gomphocerinae et Oxyinae (Li et al., 2020), contre 5671 pb chez les
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Catantopinae, 58—71 pb chez les Melanoplinae (Zhongying et al., 2020) ou 64—71 pb chez
d’autres espéces du méme groupe (Xu et al., 2021). Pour les familles Pamphagidae et
Scelimeninae, les longueurs sont respectivement de 63—72 pb (Li et al., 2020 ; Zheng et al.,
2021) et 5873 pb (Li et al., 2021). Des intervalles similaires sont rapportés pour d’autres ordres
d’insectes : Blattodea 64—71 pb (Ma et al., 2017), coléopteres 60—75 pb (Sheffield et al., 2008 ;
Yu et al., 2019), hémipteres 62—74 pb (Li et al., 2021), dipteres 58—72 pb (Zhang et al., 2015 ; Li
& Li, 2022 ; Zhou et al., 2022), 1épidopteres 53—75 pb (Kim et al., 2018 ; Han et al., 2018 ; Yang
et al., 2020 ; Ma et al., 2020), et hétéropteres 62—72 pb (Zhao et al., 2021).

Nos analyses confirment que la longueur des ARNt est remarquablement conservée au sein
des taxons et varie peu entre les sous-familles, familles ou ordres. Les rares variations observées
sont généralement attribuées a des différences de taille au niveau des bras T¥YC et DHU (Liu &
Huang, 2010 ; Kaur et al., 2024). La présence de polymorphismes indels a divers niveaux
taxonomiques souligne la valeur phylogénétique potentielle des séquences d’ ARNt, notamment

lorsque les structures secondaires sont prises en considération (L1 et al., 2012).

L’analyse comparative a montré que les structures secondaires des ARNt, incluant la perte
du bras DHU dans trnS1 (AGN), sont hautement conservées chez les dix especes étudiées. Cette
caractéristique est largement partagée par d’autres insectes et métazoaires (Yang et al., 2021). La
plupart des ARNt adoptent la structure canonique en feuille de treéfle, a 1’exception de trnS1
(AGN), dont le bras DHU est réduit a une simple boucle. La perte du bras DHU dans trnS1 est
une particularité¢ fréquente des mitogénomes de métazoaires, y compris chez les mammiféres
(Garey & Wolstenholme, 1989 ; Wolstenholme, 1992 ; Wang et al., 2016 ; Yu et al., 2019 ; Ma
et al., 2020).

La machinerie traductionnelle mitochondriale développe des stratégies spécifiques pour
s’adapter a ces structures d’ARNt non canoniques ou tronquées (Salinas-Giegé et al., 2015). Ces
ARNt atypiques sont néanmoins fonctionnels in vitro et adoptent une conformation compatible
avec le ribosome (Krahn et al., 2020). Chez les mammiféres, par exemple, la séryl-ARNt
synthétase évolue pour reconnaitre spécifiquement 1’ARNt-Ser non canonique (Chimnaronk et

al., 2005).

L'analyse de la structure secondaire des ARNt révele la présence de plusieurs paires de
bases non canoniques dans leurs différentes tiges (accepteur, TYC, anticodon et DHU). Les
mécanismes d'édition des ARNt chez les métazoaires utilisent diverses approches pour corriger
ces mésappariements (Leigh & Lang, 2004), notamment par suppression et remplacement de ces
paires par paires des Watson-Crick canoniques (Yokobori & Padbo, 1995 ; Borner et al., 1996 ;

Betat et al., 2014). Cependant, les paires wobble G*U/U*G ne sont généralement pas considérées
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comme des mésappariements nécessitant une correction, car elles constituent un élément
fondamental de la structure secondaire de I'ARN présent dans pratiquement toutes les classes
d'ARN des trois domaines phylogénétiques (Varani & McClain, 2000). De plus, elles peuvent
servir d'¢léments d'identité reconnus par les aminoacyl-ARNt synthétases (Betat et al., 2014 ;
Naganuma et al., 2014). Les paires wobble GeU possédent des propriétés chimiques,
structurelles, dynamiques et de liaison aux ligands uniques, qui ne peuvent étre que partiellement
reproduites par les paires Watson-Crick ou d'autres mésappariements. Ces caractéristiques
spécifiques marquent les sites contenant des paires G*U pour la reconnaissance par les protéines
et autres ARN, permettant aux paires wobble de jouer des roles fonctionnels essentiels dans une

gamme remarquablement étendue de processus biologiques (Varani & McClain, 2000).
2.5. Génes de I'ARN ribosomique

L’emplacement et les caractéristiques de séquence des génes d’ARN ribosomique observés
dans les dix mitogénomes ¢tudiés sont similaires a ceux rapportés chez d’autres especes
d’Acrididae, ce qui confirme le caractére conservé de ces genes et leur valeur en tant que sites

d’information phylogénétique fiables (Li et al., 2019 ; 2020).

En raison de leur conservation, les geénes d’ARNr sont fréquemment utilisés dans les
analyses phylogénétiques. Le géne de la petite sous-unité (rrnS) est généralement plus conservé
que celui de la grande sous-unité (rrnl) et il est largement employé pour explorer la diversité
génétique a des niveaux taxonomiques supérieurs, tels que les phylums. En revanche, le gene de
la grande sous-unit¢ (rrmlL), moins conservé, s’avére particulierement informatif pour des
analyses phylogénétiques a des niveaux taxonomiques inférieurs ou intermédiaires, tels que les

familles ou les genres (Kaur et al., 2024).
2.6. Région riche en A+T

La région riche en A+T constitue généralement la plus grande partie non codante du
génome mitochondrial des métazoaires (Ma et al., 2009) et contient des éléments de contrdle de
la réplication et de la transcription (Boore, 1999 ; Fernandez-Silva et al., 2003 ; Ma et al., 2009 ;
Wang et al.,, 2016 ; Falkenberg, 2018). Cette région tire son nom de sa teneur élevée en
nucléotides A+T (Simon, 1991 ; Liu & Huang, 2010 ; Han et al., 2018). Chez les vertébrés, elle
est également appelée « région de controle » en raison de son rdle dans le controle de la
réplication du génome et l'expression génique par la transcription (Fernandez-Silva et al., 2003 ;
Zhang et al., 2013). Chez la plupart des Caelifera, cette région présente une structure tige-boucle,
d'ou l'appellation alternative de « boucle D » (Ma et al., 2009 ; Zhang et al., 2013). Ces
structures tige-boucle conservées suggerent leur importance fonctionnelle et pourraient fournir

des indices pour comprendre le processus d'initiation de la réplication de 'ADNmt (Ma et al.,
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2009). Cette région se caractérise également par une longue séquence de polythymine adjacente

au gene trnl (Li et al., 2020 ; Zhongying et al., 2020).

La région riche en A+T présente un rythme d'évolution plus rapide que les génes
mitochondriaux en raison de contraintes sélectives limitées (Ma et al., 2009 ; Kaur et al., 2024).
Elle constitue ainsi un marqueur efficace pour les études phylogénétiques portant sur des especes

intraspécifiques ou étroitement apparentées (Li et al., 2012 ; Kaur et al., 2024).

Chez les orthopteres, le taux de mutation ¢élevé de cette région entraine une variation de
taille significative. Cette variation résulte principalement de la variation de longueur au sein des
répétitions en tandem et de la différence de leur nombre de copies (Zhang et al. 1995 ; Ma et al.
2009 ; Li et al. 2012 ; Wang et al. 2016). Le nombre variable d’unités répétées en tandem peut
s’avérer utile pour déduire la structure génétique des populations parmi des taxons étroitement
apparentés et des individus d'une méme espece (Mancini et al., 2008 ; Zhongying et al., 2020 ;
Kaur et al., 2024). Ces répétitions peuvent également jouer divers roles régulateurs et évolutifs
(Zhongying et al., 2020). Toutefois, certains auteurs suggerent que 1’absence de conservation de
ces répétitions en tandem dans les mitogénomes d’orthoptéres indique qu’ils ne remplissent pas

de role fonctionnel essentiel (Ma et al., 2009).
3. Analyses phylogénétiques

La classification des especes repose sur une combinaison de caractéristiques
morphologiques, moléculaires et de distribution, les taxons étant regroupés sur la base de traits
communs et de leur histoire évolutive (Luo et al., 2024). Dans ce cadre, la clarification des
positions phylogénétiques et la reconstruction de phylogénies robustes a partir de multiples
sources de données demeurent des objectifs centraux en taxonomie et en systématique (Zhang et
al., 2023). L’essor du séquengage de nouvelle génération, dont les cotits ont considérablement
diminué et dont I’utilisation est devenue largement disponible, a permis de surmonter de
nombreuses limites méthodologiques antérieures et de faciliter le séquengage de génomes
mitochondriaux complets (Cameron, 2024). Dans cette dynamique, de plus en plus d’études
récentes exploitent les séquences completes de mitogénomes pour explorer la phylogénie des

orthoptéres et affiner leur classification (Chang et al., 2020a).

Dans cette étude, l'analyse exhaustive des génomes mitochondriaux de 10 especes
d’Odipodinae de la famille des Acrididae de la wilaya de Biskra, combinée aux données de 143
autres espeéces déja publiées, a permis d'obtenir des informations précieuses sur les relations
phylogénétiques et la dynamique évolutive au sein de ce groupe diversifié. Nos résultats

améliorent la compréhension systématique des Acrididae dans 1'une des régions les plus riches en
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biodiversité éclairent également des schémas plus larges d'évolution des Acrididae et de maintien

de la biodiversité.
3.1. Jeux de données

Les analyses des mitogénomes s'aveérent utiles pour déduire les relations évolutives
récentes (Zhang et al., 2021). Les génes mitochondriaux étant regroupés au sein d’une méme
molécule d’ADN, il est attendu qu’ils partagent une généalogie commune (Yuan et al., 2018).
Toutefois, de nombreuses ¢tudes révelent des résultats phylogénétiques incongruents entre
différents genes mitochondriaux, suggérant que ceux-ci véhiculent des signaux phylogénétiques

différents (Meiklejohn et al., 2014 ; Yuan et al., 2018).

Dans ce contexte, les décisions relatives a l'inclusion des données affectent les études
phylogénomiques de manicre plus critique que les études phylogénétiques a un ou plusieurs
locus (Cameron, 2014). Ainsi, la région de contrdle non codante est exclue de presque toutes les
¢tudes en raison de sa grande variabilité nucléotidique et de longueur (Zhang et al., 2013). De
plus, cette région, en tant que marqueur phylogénétique chez les insectes, semble dépendre du
groupe et ne peut étre appliquée universellement (Fenn et al., 2007 ; Zhang et al., 2013), a

'exception des études phylogéographiques intraspécifiques (Fenn et al., 2007 ; Ma et al., 2012).

Concernant les 37 geénes restants, ils sont utilisés a des degrés divers dans les études
précédentes. En pratique, presque toutes les études incluent les 13 geénes codant pour les
protéines (Li et al., 2019, 2020 ; Dong et al., 2019 ; Xu et al., 2021 ; Wang et al., 2023) car ils
représentent =~ 75% de la séquence génétique. En effet, lorsque les PCG sont analysés comme
une partition unique, une topologie presque identique a celle des analyses combinées est
retrouvée, suggérant ainsi qu’une grande partie du signal phylogénétique mitochondrial provient

de ces genes (Fenn et al., 2008).

En revanche, l'inclusion des deux genes d'ARNr (= 15%) (Zhang et al., 2013 ; Dong et al.,
2019 ; Xu et al., 2021) et des 22 ARNt (= 10%) (Ma et al., 2017 ; Li et al., 2019, 2020 ;
Zhongying et al., 2020) est plus variable. Bien que certains auteurs soulignent leur faible
performance lorsqu’ils sont analysés individuellement, particulierement les ARNr dont la
résolution est limitée au-dela du niveau du genre (Zhang et al., 2020), leur inclusion conjointe
avec les PCG contribue a renforcer le signal phylogénétique et améliore la robustesse des nceuds
(Fenn et al., 2008). De fait, rien ne justifie l'exclusion des genes d'ARNr ou d'ARNt des analyses
phylogénomiques des insectes (Cameron, 2014). De méme, l'inclusion des troisiémes codons des
PCG n'affecte pas négativement la reconstruction phylogénétique dans les analyses combinées

(Fenn et al., 2008).
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3.2. Relation entre les trois sous familles

Cette étude présente les mitogénomes de dix espéces de criquets de la sous-famille
Oedipodinae appartenant a sept genres différents en Algérie ; neuf de ces espéces ont été
séquencées pour la premiere fois, fournissant les premieres séquences génomiques
mitochondriales pour leurs genres respectifs et constituant de nouvelles contributions a la base de

données mondiale.

En plus, pour clarifier la relation évolutive de cette sous-famille et les deux sous familles
les plus proches au Oedipodinae comme ont été montrés des études antérieures, on a ajouté tous

les mitogénomes dispnibles dans la base de données GenBank jaus’au 25/11/2024.

Les sous familles cosmopolites, Acridinae, Gomphocerinae et Oedipodinae, représente
ensemble plus de 37% de la divercité totale des acridiens (Song et al. 2018), incluant plus de
2500 especes valides (Acridinae MacLeay, 1821 : 481 espeéces et 72 sous-especes ;
Gomphocerinae Fieber, 1853 : 1302 espéces et 233 sous-especes ; Oedipodinae Walker, 1871 :
792 especes et 198 sous-especes valides (Cigliano et al., 2025)). Ces insectes sont le plus

souvent sauteurs et stridulants (Duranton et al., 1982 ; Petit et al., 2006).

Les différentes topologies obtenues montrent que les trois sous-familles, Oedipodinae,
Acridinae et Gomphocerinae, sont paraphylétiques. Ce résultat concorde avec les études menées
par Chapco & Contreras (2011), Song et al. (2018) et Dong et al. (2019). Les relations
phylogénétiques entre les trois sous-familles selon les différents jeux de données et les deux
méthodes sont ((Oedipodinae + Acridinae, Acrida) + Gomphocerinae) avec un support nodal
fort. Cette position est soutenue par les travaux de Petit (2005), Song et al. (2015, 2018) et
Chang et al. (2020a, b).

Ces trois sous-familles constituent le groupe le plus controversé sur le plan taxonomique,
car de nombreux auteurs éprouvent des difficultés a définir ce qui constitue chaque sous-famille
(Rehn & Grant, 1960 ; Song et al., 2018). Plusieurs traits morphologiques tels que le degré
d'angle facial, la production de sons (Uvarov, 1941), le mécanisme stridulatoire, ou la présence
de veines intercalaires stridulatoires (Dirsh, 1951), ont été proposés comme caracteres
taxonomiques principaux pour distinguer ces sous-familles. Cependant, aucun trait n'obtient
I'unanimité car les taxonomistes documentent systématiquement de nombreuses exceptions ou le
strict respect de ce caractére engendrerait des conflits taxonomiques (Rehn & Grant, 1960 ;

Dirsh, 1965 ; Uvarov, 1966 ; Otte, 1981, 1984).

Storozhenko et Otte (1994) suggerent également que la division des Acridinae,

Gomphocerinae et Oedipodinae pourrait étre artificielle, aucun accord général n'ayant encore été
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trouvé quant a leur classification supérieure (Otte, 1995 ; Kim & Kim, 2005). De plus, la
phylogénie moléculaire utilisant différents marqueurs démontre également que ces sous-familles
partagent un ancétre commun, ce qui suggére que la taxonomie actuelle ne correspond pas a la
phylogénie (Chapco & Contreras, 2011 ; Song et al.,, 2018). Une étude taxonomique et
phylogénétique approfondie de ces sous-familles s'avere nécessaire, notamment parce qu'elles
contiennent des dizaines d'especes nuisibles importantes pour 1'agriculture tout en présentant un

intérét biologique fascinant.
3.3. Relations entre les Oedipodinae

11 s’agit de la partie principale de notre ¢tude ou nous discutons des relations évolutives au

niveau des tribus et des genres inclus dans 1’arbre phylogénétique.

Dans cette étude, nous avons analysé 91 séquences d’Oedipodinae couvrant huit tribus et
27 genres. Au niveau tribal, la monophylie des Oedipodini est solidement supportée (BS = 100,
PP = 1). En revanche, la plupart des autres tribus ne présentent pas de monophylie, ce qui
suggere que les caracteres traditionnellement employés pour les définir résultent en réalité¢ de
phénomenes de convergence évolutive, probablement liés a des pressions de sélection similaires
dans des habitats comparables. De telles convergences morphologiques entre taxons
géographiquement éloignés mais non apparentés phylogénétiquement ont déja été documentées
chez d’autres Acrididae (Rowell, 2005; Fries et al., 2007). Ces résultats soulignent la nécessité
d’une réévaluation des criteres taxonomiques utilisés pour délimiter les tribus au sein des

Oedipodinae.

Le clade A représente la tribu Parapleurini. Le genre type est Parapleurus Fischer, 1853
(=Mecosthetus Fieber, 1852). Notre arbre comprend deux genres : Ceracris représenté par six
especes et Mecostethus représenté par M. parapleurus qui groupe avec Oedaleus abruptus et une
I’espéce inconnue constitue un groupe frére d’Epacromiini. Donc, les deux genres ne forment
pas un seul clade et sont répartis dans l'arbre. Cela souléve la question du pourquoi et de la

recherche d'une réponse.

Pour résoudre ces problémes de positionnement phylogénétique aberrant observés chez
certaines especes dans nos reconstructions, deux stratégies d'investigation ont été mises en
ceuvre. La premicre consistait a examiner l'historique taxonomique de ces especes afin de
détecter d'éventuelles incohérences classificatoires ou erreurs d'identification. La seconde
stratégie reposait sur l'analyse comparative de marqueurs mitochondriaux additionnels, en
particulier le géne COXI1 disponible dans les bases de données BOLD (Barcode of Life Data)
(BOLDSystems Version 5 (https://boldsystems.org/) et GenBank (a l'aide de l'outil BLAST),

pour rechercher des séquences similaires et confirmer l'identité taxonomique.
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1. Ceracris

Dans notre reconstruction, toutes les espéces du genre Ceracris forment un clade bien
soutenu avec le genre Phlaeoba (Acridinae) (BS =99 ; PP = 1). Toutefois, ce groupe se situe en
dehors du clade regroupant les véritables Oedipodinae, suggérant une parenté évolutive plus
étroite entre Ceracris et Phlaeoba. Ce résultat, en accord avec plusieurs études antérieures (Song
et al., 2015, 2018 ; Chang et al., 2020 ; Dong et al., 2019 ; Kundu et al., 2020 ; Li et al., 2020 ;
Wang et al., 2023), remet en question le placement traditionnel de Ceracris dans les Oedipodinae

et renforce 1’hypothese d’une révision taxonomique nécessaire.

Historiquement, la position systématique du genre Ceracris Walker, 1870 a fait 1'objet de
nombreuses révisions taxonomiques depuis sa description originale, reflétant 1'évolution des
connaissances morphologiques et phylogénétiques des Acridoidea. Initialement décrit par
Walker (1870) et classé dans la sous-famille Oedipodidae, ce genre a connu une trajectoire

taxonomique particuliérement mouvementée au cours des 150 derniéres années.

Au début du XXe siecle, Kirby (1910, 1914) a proposé de placer Ceracris dans la sous-
famille Tryxalinae (Truxalinae), un groupe taxonomique qui englobait alors les actuelles sous-
familles Acridinae et Gomphocerinae. Cette classification large reflétait les difficultés d'alors a
délimiter précisément les groupes taxonomiques au sein des Acridoidea. Une premicre révision
significative a été proposée par Uvarov (1925), qui s'est aligné sur les travaux de Bolivar en
considérant Ceracris comme un membre des Phleobae, apparenté aux genres Holopercna et
Sjoestedtia. Les décennies suivantes ont ét¢ marquées par une succession de reclassifications.
Bey-Bienko et Mistshenko (1951) ont intégré le genre dans la sous-famille des Acridinae, qui fut
par la suite subdivisée en plusieurs sous-familles distinctes, incluant les Gomphocerinae. Cette
période a également vu I'émergence de propositions de groupes taxonomiques spécifiques : Yin
(1984) a ainsi proposé le premier nom de groupe familial basé sur Ceracris, les Ceracrinae. Les
années 1980-1990 ont été caractérisées par une instabilité taxonomique notable. Ingrisch (1989)
a classé Ceracris dans la sous-famille Locustinae (Oedipodina), tribu Epacromini, tandis que
Mistshenko et Storozhenko (1990) l'ont placé dans la tribu Mecostethini (synonyme de
Parapleurini). Storozhenko et Otte (1994) ont maintenu cette affiliation aux Parapleurini, mais
Liu & Hongchang (1995) ont proposé une classification radicalement différente en placant le
genre dans I’ Arcypteridae (selon I’OSF, il est un synonyme de la tribu Arcypterini Bolivar, 1914

de Gomphocerinae).

Le début du XXIe siecle a vu persister cette incertitude taxonomique. Kim & Kim (2005)
ont proposé un retour aux Acridinae, tandis que Petit (2005) a suggéré, sur la base d'études

moléculaires utilisant les génes ARN 1285, 16S, CytB et COX1, de transférer Ceracris dans une
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tribu spéciale nouvellement créée, les Ceracrini nov., au sein des Gomphocerinae. Liu et al.
(2006) ont proposé une classification au niveau sous-familial en créant les Ceracrinae, tandis que
Storozhenko et al. (2015) ont opté pour un placement dans la tribu Parapleurini. Plus récemment,
Feng et al. (2018) et Cao et al. (2019) ont décrit Ceracris comme un genre médian chez les
Arcypteridae. Les entomologistes chinois insistent pour placer le genre Ceracris avec
Orthoptera: Acridoidea, Arcypteridae. Alors que, Gaol et al. 2017 ont trouvé que Phlaeoba
albonema appartient a un clade avec des especes de Ceracris dans tous leurs arbres
phylogénétiques ; autrement dit, P. albonema était la sceur de ((C. fasciata + C. kiangsu) + C.
versicolor), et, d'aprés l'expérience de terrain, ils ont constaté que Phlaeoba cohabite toujours
avec Ceracris dans les mémes zones €cologiques. Par conséquent, ils recommandent de classer

Phlaeoba parmi les Oedipodinae.

Cette instabilité reflete les difficultés persistantes a définir ses affinités
phylogénétiques. Nos résultats confirment cette ambiguité et suggerent que son placement

actuel dans les Oedipodinae est artificiel.

Une autre position inattendue dans le clade A est que Chorthippus fallax MK903588 et
Gonista bicolor (Gomphocerinae) apparaissent dans le méme clade avec Ceracris et Phleobae
respectivement avec un support de nceud fort (BS=100, PP=0.99) (Figure 13). Ce qui concorde
avec les études de Chang et al. (2020a) et de Zhang et al. (2015).

2. Chorthippus fallax

Chorthippus fallax (Zubovski, 1900) constitue une espece polytypique (Storozhenko,
1985) subdivisée en cinq sous-especes selon la classification actuelle (Cigliano et al., 2025).
Cette espéce appartient a la sous-famille Gomphocerinae, tribu Gomphocerini Fieber, 1853 (Kim
& Puskas 2012 ; Storozhenko et al., 2015 ; Sergeev et al., 2020). Il n'y aucun probléme a classer

cette espece dans la sous-famille Gomphocerinae.

Deux séquences attribuées a Chorthippus fallax sont incluses (MK903588 et MK693137).
La séquence MKG693137 se regroupe avec Chorthippus parallelus dans le clade des
Gomphocerinae, ce qui est cohérent avec la taxonomie actuelle. En revanche, MK903588 se
place de maniere aberrante dans le clade de Ceracris, avec un support fort. Les analyses BLAST
et BOLD confirment une forte similarité (>92%) avec des séquences de Ceracris, mais non avec

Chorthippus.

Ces résultats indiquent probablement une erreur d’identification morphologique.
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3. Gonista bicolor

Pour I’espéce Gonista bicolor (Haan, 1842), selon I’OSF, cette ’espéce est de la tribu
Ochrilidiini Brunner von Wattenwyl, 1893 Gomphocerinae (Cigliano et al., 2025). 12 espéces du
genre Gonista Bolivar, 1898 sont actuellement connues, réparties en Afrique et en Asie (Cigliano
et al.,, 2025). En Chine, on en trouve cing, parmi lesquelles G. bicolor est I’espéce la plus

largement distribuée (Zhang et al. 2015).

La classification taxonomique de Gonista bicolora connu une histoire mouvementée depuis
sa description initiale par Haan en 1842 sous le nom d'Acridium (Opsomala) bicolor. Willemse
(1928, 1930) I'a ensuite placée dans la sous-famille des Catantopinae, une classification qui a été
révisée par Bey-Bienko & Mistshenko (1951) et par la suite reprise par Sergeev (1993) et Kim &
Kim (2005), tous le plagant au sein des Acridinae. Cependant, Shishodia et al. (2010) ont
propos¢ une classification alternative, assignant Gonista bicolor aux Gomphocerinae. Plus
récemment, Kim & Puskds (2012) ont réaffirmé son appartenance aux Acridinae, tandis que,
Storozhenko et al. (2015) ont affiné sa position en le plagant dans la sous-famille des
Gomphocerinae, au sein de la tribu des Ochrilidiini, tout en conservant le genre Gonista.
Cependant, la topologie de I'¢tude de Zhang et al. (2015), qui a généré cette séquence, montre

que Gonista bicolor constitue un clade avec Acrida (Acridinae).

L’histoire taxonomique de cette espece traduit ’incertitude de son positionnement.
Nos résultats confirment cette instabilité et suggérent que la classification de Gonista

bicolor reste a clarifier, possiblement par ’intégration de données supplémentaires.
4. Mecostethus

Les deux séquences attribuées au genre Mecostethus (Parapleurini)se positionnent certes au
sein du clade Oedipodinae, mais dans des groupes phylogénétiquement distants, suggérant une

assignation taxonomique erronée pour l'une d'entre elles.

Mecostethus parapleurus forme un clade avec Oedaleus abruptus et occupe une position
topologique identique a celle rapportée par Chang et al. (2020b), auteurs ayant initialement
publié cette séquence mitogénomique. Nos analyses comparatives révelent une identité parfaite
(100%) entre un fragment du gene COX1 de M. parapleurus et celui d'O. abruptus
(KC140051 China) selon la base de données BOLD. Cette observation est confirmée par
I'analyse BLAST qui établit une identité quasi-parfaite (99,99%) entre les mitogénomes de
M. parapleurus et d'O. abruptus.
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Ces résultats suggérent soit une erreur d'identification taxonomique initiale, soit une
contamination croisée des échantillons, nécessitant une révision de l'assignation de cette

séquence.

Mecostethus sp. 0Q282995 présente une similarité¢ >99 % avec Stethophyma grossum, une
espece historiquement rattachée au genre Mecostethus (Storozhenko et al., 2015). De plus, ce
placement, en groupe frere des Epacromiini avec un soutien maximal, dans 1’ensemble des
topologies obtenues, est en accord avec les résultats de Rowell et Flook (2004) ainsi que de Petit
et al. (2006). Par conséquent, le clade traduit simplement la parenté taxonomique des deux tribus

(Defaut, 2014).

Au niveau du clade représentant 1'ensemble de la sous-famille Oedipodinae, les relations
phylogénétiques entre les différentes tribus et genres présentent une topologie globalement
stable, bien que certaines variations de positionnement soient observées selon les reconstructions

phylogénétiques analysées.

Les analyses phylogénétiques révelent des variations dans la position du clade basal des
Oedipodinae selon les jeux de données utilisés. Avec les matrices PCG12, PCG123 et
PCG+ARNTr, Trilophidiini constitue le groupe frére du reste des Oedipodinae, tandis que
I'analyse des 37 geénes place Epacromiini en position basale. Cette topologie avec Trilophidiini
comme clade basal est cohérente avec les études antérieures de Petit (2005) basée sur deux génes
d'ARN ribosomique (12S-16S) et de Huang et al. (2013), ainsi qu'avec les travaux plus récents
de Song et al. (2018), Chang et al. (2020a et b), Li et al. (2020) et Zhang et al. (2025), suggérant

que cette configuration pourrait refléter la phylogénie la plus probable.

Le clade B correspond a la tribu Trilophidiini Shumakov, 1963, représentée uniquement
par le genre Trilophidia, comprenant huit especes valides (Cigliano et al., 2025). Cependant,
notre analyse montre que Hilethera aeolopoides (Epacromiini) se positionne comme groupe frére

de Trilophidia, avec un support maximal (BS = 100 ; PP = 1).

Le clade C représente la tribu Epacromiini Brunner von Wattenwyl, 1893, qui comprend
neuf genres et 59 espéces valides. Le genre type est Epacromius (Cigliano et al., 2025). Notre
é¢tude inclut quatre genres : Epacromius (E. coerulipes et E. tergestinus), Aiolopus (A.
simulatrix), qui se maintiennent au sein du clade, tandis que Heteropternis ainsi qu'Hilethera (H.
aeolopoides et H. xinjiangensis) présentent des placements en dehors du clade. Ainsi, nos

résultats confirment que la monophylie des Epacromiini est loin d’étre établie.

Notre analyse phylogénétique révele une distribution particulierement fragmentée des

especes d'Epacromiini a travers différents clades. Hilethera aeolopoides et Trilophidia forment
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un clade fortement soutenu (BS=100, PP=1), tandis qu'H. xinjiangensis constitue un clade avec
les Bryodemini avec un support nodal élevé, et ce dans toutes les topologies générées. Cette
position d'H. xinjiangensis dans notre reconstruction est cohérente avec celle obtenue par Dong
et al. (2019), la plagant loin d'Adiolopus. Par ailleurs, Heteropternis respondens est regroupée
avec Acrotylus insubricus avec un support modéré (BS = 53 ; PP = 0.6) dans la matrice PCG12,
mais cette relation devient fortement soutenue (BS = 97-99 ; PP = 1) avec les matrices PCG123
et 37 génes. En revanche, avec le jeu de données PCG+ARNTr, H. respondens apparait comme

groupe frére des Locustini, mais avec un support modéré (BS =72 ; PP =0.5).
1. Hilethera

Le genre Hilethera Uvarov, 1923 (12 especes valides ; Cigliano et al., 2025), appartient a
la tribu Epacromiini (Sergeev, 1993 ; Cigliano et al., 2025). Il présente une distribution tres
large, de I’Afrique au nord de la Chine (Dong et al., 2019). En Algérie, seule H. aeolopoides est
recensée. Hilethera xinjiangensis Dong, Chen, Wang, Guan, Xu & Robillard, 2019 se trouve au

Xinjiang, dans le nord de la Chine (Dong et al., 2019).
Nos résultats révelent deux placements discordants :

v H. aeolopoides s’associe a Trilophidia (Trilophidiini), avec un support maximal.

v' H. xinjiangensis se regroupe avec les Bryodemini.

Ces résultats rejoignent ceux de Dong et al. (2019), qui plagaient déja H. xinjiangensis loin
d’Aiolopus. L’analyse COX1 des bases de données BOLD et GenBank renforce ces incohérences
: H. aeolopoides est proche d’un Acrididae non identifié du Pakistan (95,2 %), tandis que H.
xinjiangensis partage 98-99,7 % de similarité¢ avec des fragments attribués a Celes variabilis. La
littérature antérieure montre d’ailleurs que plusieurs especes de Celes se regroupent de facon
variable avec Bryodemini et Locustini (Petit, 2005 ; Fries et al., 2007 ; Chapco & Contreras,
2011 ; Chang et al., 2020b). Enfin, les données morphologiques (Bughio et al., 2012) indiquent

une ressemblance de Hilethera balucha avec Trilophidia annulata.

Ainsi, I’ensemble des données souligne une instabilité du genre Hilethera, suggérant

un besoin de révision taxonomique, appuyé¢ par des analyses intégratives.
2. Heteropternis

Le genre HeteropternisStal, 1873 (22 espéces et deux sous-especes) est actuellement placé
dans les Epacromiini (Cigliano et al., 2025), mais son appartenance tribale reste controversée.
Plusieurs classifications anciennes, fondées sur des critéres morphologiques, le rattachaient aux
Oedipodini (Kevan, 1966 ; Key & Colless, 1993), voire a une sous-famille distincte, les
Heteropterninae (Yin & Wang, 2005).
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Les études moléculaires confirment cette instabilité (Tableau 11). Selon les jeux de
données et les auteurs, Heteropternis apparait alternativement proche des Locustini et des
Acrotylini. Notre étude retrouve également H. respondens associé¢ aux Locustini dans plusieurs

jeux de données, ce qui corrobore les résultats de Zhang et al. (2025).

Tableau 11. Synthése des principaux résultats phylogénétiques concernant Heteropternis.

Etude Marfl}l CHIS Placement de Heteropternis Support
utilisés
Petit (2005) 16S Groupe f?.er.e des Locustini, ¢loigné des
Epacromiini.

. COX1, COX2, ((Locustini + Acrotylini) + H. couloniana), loin _
Fries et al. (2007) Cytb, NADS d'iolopus. PP =100
Chapco & COX1, COX2, (((Acrotylus insubricus + (H. couloniana + H. PP = 84,
Contreras (2011) Cytb, NADS, 16S iobscurella)) + Locustini), BS = 100
Song et al. (2018) multilocus ((Locuspm + Heteropternis sp.) + Acrotylus BS = 9%

patruelis)
Chang et al. o H. respondens = groupe frére des Locustini
(2020b) WMEEEIOIES e Aol
Zhang et al. o ((H. rufipes + H. respondens) + Locustini), BS =99,
(2025) Mitogénomes ¢loigné également d'diolopus PP = 1

Ainsi, tout comme Hilethera, le genre Heteropternis illustre la fragilité de la
classification tribale actuelle des Epacromiini. Seules des analyses phylogénomiques
intégrant un plus grand nombre de taxons et de marqueurs permettront de stabiliser sa

position systématique.

Clade D correspond a la tribu Acrotylini Johnston, 1956 qui regroupe deux genres, 47
especes et huit sous-especes (Cigliano et al. 2025). Dans notre étude, seul Acrotylus insubricus
est inclus, dont le mitogénome a été séquencé pour la premiere fois et déposé dans GenBank,
représentant ainsi une donnée originale pour le genre. Bien que la position phylogénétique de A.
insubricus et ses relations avec Heteropternis aient été discutées précédemment, il convient de
rappeler que Defaut (2014) avait proposé la sous-tribu Acrotylina Shumakov, 1963, regroupant
Acrotylus Fieber, 1853 et Heteropternis Stal, 1873.

Clade E correspond a la tribu Locustini Kirby, 1825, dont le genre type est Gryllus
(Locusta) Linnaeus, 1758. Cette tribu inclut 13 genres, 88 especes et 32 sous-especes valides
(Cigliano et al., 2025). Nos analyses incluent les genres Pternoscirta, Oedaleus, Scintharista,
Gastrimargus, Locusta et Pyrgodera. La monophylie de la tribu est confirmée par toutes les

topologies obtenues, avec des supports nodaux élevés. Toutefois, Pyrgodera armata se place
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comme groupe frere du clade (Bryodemini + Sphingonotini), avec un soutien significatif (BS =

99, PP = 1).

A P’intérieur de Locusta, deux sous-clades sont distingués, un résultat cohérent avec les
travaux de Ma (2012). Les deux séquences algériennes de L. migratoria s’inscrivent dans le
groupe comprenant sous-espeéce de la région Sud qui occupe I'Afrique, I'Europe du Sud et I'Asie

du Sud-Est jusqu'en Chine (Ma et al. 2012).

Bien que Pyrgodera soit inclus dans Locustini selon 1’0OSF, des données morphologiques
(Hodjat et al., 2018), comportementales et acoustiques (B.FO.CaUII et al., 2007) confirment
¢galement son appartenance a cette tribu. L’analyse dans BOLD montre par ailleurs une
similarité¢ de 97,31 % entre P. armata et la séquences complete de COX1 disponibles, validant

I’identité de ’espéce mais soulignant un placement phylogénétique discutable.

Clade F regroupe la tribu Oedipodini Walker, 1871, dont le genre type est Oedipoda
Latreille, 1829. Elle comprend cinq genres, 34 especes et 24 sous-especes (Cigliano et al., 2025).
Dans notre arbre, deux especes, O. caerulescens et O. miniata, forment un clade
monophylétique, positionné comme un clade sceur des deux tribus (Bryodemini+Sphingonotini)

avec soutien nodal robuste.

Clade G correspond a la tribu Bryodemini Bey-Bienko, 1930, composée de sept genres,
45 especes et 12 sous-especes (Cigliano et al., 2025). La tribu apparait monophylétique dans nos
résultats. Notre échantillonnage inclut six genres sur sept (Bryodema, Bryodemella, Angaracris,
Bryodemacris, Uvaroviola et Compsorhipis), offrant une représentation étendue. Les trois
derniers genres sont représentés chacun par une seule espece, tandis que les trois premiers

apparaissent paraphylétiques avec un soutien robuste.

Clade H correspond a la tribu Sphingonotini Johnston, 1956, comprenant 16 genres, 209
especes et 81 sous-especes (Cigliano et al., 2025). Nos analyses integrent plusieurs genres, dont
Sphingonotus (13 espéces, dont deux nouvellement séquencées dans ce travail, S.savignyi et
S.octofasciatus), Thalpomena (également séquencées dans cette étude) et Helioscirtus. Par
ailleurs, deux espéces du genre Leptopternis, L. gracilis et L. rothschildi (également séquencées
ici), se regroupent avec Sphingonotus savignyi et S. octofasciatus. Ce résultat corrobore les
propositions antérieures (Johnston, 1956 ; Shumakov, 1963 ; Petit, 2005) suggérant I’inclusion

de Leptopternis au sein des Sphingonotini.

Le genre Sphingonotus Fieber, 1852, particulierement diversifi€¢ avec 145 especes
répertoriées a 1’échelle mondiale (Cigliano et al., 2018), n’apparait pas monophylétique, un

constat déja largement discuté (Husemann et al., 2012).
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Deux regroupements inattendus ont également été observés dans ce clade :
1. Sinophlaeoba bannaensis

Sinophlaeoba Niu & Zheng, 2005 appartient a la tribu Phlaeobini Brunner von Wattenwyl,
1893, de la sous-famille des Acridinae. Sinophlaeoba bannaensis Niu & Zheng, 2005 est
I’espece type du genre et est répartie dans le centre-sud de la Chine (Cigliano et al. 2025). La
séquence est publi¢ par Chang et ses collaborateurs en 2020a, et la séquence est apparait au sein

des espéces d’Oedipodinae dans leur topologie.

Nos analyses comparatives révelent une identité de 99.49% avec cinq fragments de COX1
de deux Sphingonotus maculatus et trois Sphingonotus rubescens. Aisi que, dans la topologie de
Zhang et al. (2025), I’espeéce Sinophlaeoba bannaensis constitue un clade avec Sphingonotus

menglaensis.

Ces résultats suggérent une possible erreur de classification ou contamination des

échantillons.
2. Orinhippus tibetanus

L’Orinhippus tibetanus Uvarov, 1921, appartient actuellement aux Gomphocerinae
(Cigliano et al. 2025), apparait dans nos analyses comme membre des Oedipodinae, et plus
précisément au sein des Sphingonotini, avec un fort soutien (PP = 1 ; BS = 99). Ce
positionnement confirme les hypotheses anciennes (Uvarov, 1921 [in Uvarov, 1925] ; Bey-
Bienko & Mistshenko, 1951 ; Sergeev, 1995) et est appuyé par de récentes études moléculaires
(Gao et al., 2017 ; Song et al., 2018 ; Chang et al., 2020 ; Li et al., 2020 ; Wang et al., 2023).

Enfin, la proximité entre Sphingonotini et Bryodemini, déja soulignée par Rehn (1958),
Otte (1984) et confirmée par plusieurs travaux (Guliaeva et al., 2005 ; Fries et al., 2007 ;
Husemann et al., 2012), est également soutenue par nos résultats, qui indiquent une affinité

évolutive étroite.

Nos analyses confirment la monophylie de certaines tribus, mais mettent également en
évidence la paraphylie récurrente de nombreux genres et tribus. Ce constat traduit les limites des
définitions taxonomiques actuelles et souligne la nécessit¢ d’une révision globale de la
classification des Oedipodinae. Par ailleurs, bien que les mitogénomes complets offrent une
résolution accrue, il est important de rappeler, a la suite de Zwickl & Hillis (2002) et Chapco &
Contreras (2011), que 1’augmentation de 1’échantillonnage taxonomique demeure déterminante

pour renforcer la robustesse des phylogénies.
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Conclusion

Cette recherche contribue significativement a la compréhension de la diversité génétique, de
I'histoire évolutive et des relations phylogénétiques des criquets a ailes colorées en Algérie. Elle fournit
la premiére analyse approfondie des mitogénomes de neuf espéces nouvellement séquencées, auxquelles
s'ajoute une espece déja séquencée, toutes appartenant a la sous-famille Oedipodinae. Ces génomes
mitochondriaux constituent une ressource génomique précieuse pour de futures investigations sur ce

groupe taxonomique.

Nos analyses phylogénétiques moléculaires confirment la non-monophylie des Oedipodinae et
révelent plusieurs incohérences avec les classifications traditionnelles fondées sur la morphologie. Ces
divergences soulignent la complexité des relations évolutives au sein de cette sous-famille et la nécessité
de révisions taxonomiques approfondies. Bien que ces découvertes corroborent en grande partie des
résultats antérieurs, notre étude les consolide grace a l'apport de séquences supplémentaires provenant

d'espéces nouvellement séquencées.

Le cadre phylogénétique établi dans cette thése fournit une base solide pour les futures révisions
taxonomiques et plaide en faveur de l'intégration systématique de marqueurs moléculaires pour affiner,
voire redéfinir, les classifications au niveau des sous-familles, tribus et genres au sein des Acrididae.
Néanmoins, une approche intégrative combinant données moléculaires, morphologiques,
comportementales et écologiques demeure essentielle pour élucider pleinement les relations évolutives
au sein de ce groupe diversifié d'acridiens. Enfin, cette thése apporte des éléments décisifs pour une
meilleure compréhension de la phylogénie des Oedipodinae et ouvre la voie a de nouvelles perspectives

de recherche.

Nous proposons pour la continuité du travail expérimental :

- Approfondissement des analyses phylogénétiques par :

v Elargissement de I'échantillonnage dont inclure davantage d'espéces d'Oedipodinae, mais aussi
d'autres sous-familles d'Acrididae particuliérement Gomphocerinae et Acridinae, pour mieux
cerner les relations phylogénétiques a grande échelle ;

v' Intégration de données nucléaires ou combiner les données mitochondriales avec des marqueurs
nucléaires pour obtenir une phylogénie plus robuste et résoudre les incohérences observées ;

- Utiliser les données mitogénétiques pour étudier la structure génétique des populations
d'Oedipodinae en Algérie et comprendre les processus de diversification ;

- Estimation des temps de divergence par I’utilisation des mod¢les d'horloge moléculaire pour
estimer les temps de divergence entre les lignées d'Oedipodinae et mieux comprendre leur

histoire évolutive.
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Annexes

Annexe 1
Protocole 1 : PVPP/chl; Mega & Revers (2011)

Crushed tissues were mixed with PVPP (Sigma, P6755) in a proportion of 100mg of PVPP perlg
of grinded tissue, 600uL of extraction buffer (50mM Tris pH 8.0, 20mM EDTA pH 8.0, 1.1M
NaCl, 0.4M LiCl, 1% CTAB, 2% PVP40 (Sigma), 0.5% Tween 20, 0.2% - mercaptoethanol) in
1.5ml microcentrifuge tubes and mixed thoroughly. The tubes were incubated at 60°C for 25
minutes and inverted each 10 minutes for good solution of the crushed tissues with the buffer.
The tubes were cooled at room temperature and 600puL of chloroform: isoamyl alcohol mixture
(24:1) was added. The tubes were then mixed gently by inversion to form an emulsion during 4
minutes. After that the tubes were centrifuged (Eppendorf Centrifuge 5415R) at 10.600g for 5
minutes at room temperature. The aqueous phase present in each tube (~500uL) was transferred
to a new 1.5ml microcentrifuge tube gently, to avoid DNA shearing. To each tube was added
250uL of 5SM NacCl and 750uL of cold (-20°C) isopropanol. The solution was kept in the freezer
at -20°C for 20 minutes to improve precipitation nucleic acids. Samples were then centrifuged at
10.600g (Eppendorf Centrifuge 5415R) for 10 minutes at room temperature and the aqueous
poured off. DNA pellets were washed with cold (4°C) 76% ethanol (1000uL). After the washing
step, the samples were spun quickly and the excess of ethanol removed with a micropipette.
Washed DNA pellets were dried by leaving the tubes uncovered in a 37°C stove for 20 minutes.
DNA samples were dissolved in 50uL TE (10mM Tris HCI pH 8.0, 0.1mM EDTA pH 8.0) and
treated with 1pL of RNAase A (10mg mL-1) at 50°C for 20 minutes.

Protocole 2 : SDS/NaCl/Phel-Chl
Take a piece of tissue (20mg) and put it in an eppendorf tube.
e Add 500 pl extraction buffer (TE) (Tris HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0)
e Add 150 pl of 10% SDS
e Add 10 pl proteinase K (10 mg / ml) (5 ul)
(Homogenize the tissue sample in an eppendorf tube with a plastic pestle. If the tissue sample
cannot be disrupted easily, grind the sample to a fine powder in liquid nitrogen with a mortar and
pestle and pour the powder into the lysis buffer.) and incubate at 55 ° C for 4 hours or overnight.
e Add 300 pl of the 5M NaCl solution;
e Centrifuge for Smin at 12000 rpm at room temperature and recover the supernatant;
e Add 3 pul of RNase and incubate for 25 min at 37 ° C (optional);
e Let cool at room temperature for 5 min;

e Add 500 pl of Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol solution (25-24-1);



Mix from 1 to 2 min;

Centrifuge 5 min at 12000 rpm and recover the aqueous phase;

Repeat the phenol extraction 2 or 3 times until the disappearance of the proteins at the interface

Precipitate the aqueous phase with two volumes (1 ml) of 100% ethanol stored at-20 °C
(or isopropanol stored at room temperature);

Incubate the mixture at -80 °C for 30min;

Centrifuge for 30 min at 14500 rpm at 4 °C,;

Discard the supernatant and wash the pellet with 200 pl of 70% ethanol stored at -20°C
Centrifuge 4 min at 14500 rpm at 4 °C;

Repeat the washing step 2 times

Discard the supernatant and dry the pellet in the speedvac for 5 min or at room tempera-
ture 30 min,;

Re-suspend the pellet in 50 pl of sterile water.

Protocole 3 : CTAB/Phel-Chl; Chen et al. (2010)

The CTAB buffer consisted of 2% (w/v) CTAB diluted in 100 mM Tris-HCI, 20 mM
EDTA, and 1.4 M NaCl; 0.2% (v/v) b—mercaptoethanol was added immediately before
use [1].

The tissue lysis, Proteinase K and RNase A treatments, DNA isolation, precipitation,

wash and hydration steps were performed as described for the SDS method.

Protocole 4 : SDS/Phel-Chl; Chen et al. (2010)

For each method, total DNA was individually extracted from 10 beetles, including 5 females and

5 males. The color of the DNA pellet in each tube was recorded. The DNA from single beetles

was re-suspended in 100 pl of molecular-grade water except for the DNA obtained using the

DNeasyH Kit which comes with its elution buffer. The DNA solutions were stored at -20°C until

further analysis.

The SDS buffer consisted of 0.5% (w/v) SDS diluted in 200 mM Tris, 25 mM EDTA and
250 mM NacCl [1].

In a 1.5 ml microfuge tube with 150 ul of SDS buffer, the beetles were individually
grounded using a pestle driven by a handheld electric mixer, then 350 pl of SDS buffer
and 5 pl of RNase A solution (100 mg/ml) were added;

After incubation at 37°C for 1 hr, 5 pl of Proteinase K solution (20 mg/ml) was added
with additional incubation at 50°C for 1hr;

The homogenate was then extracted with 240 ul of phenol/chloroform/isoamyl alcohol
(25:24:1) and was centrifuged at 12,000g for 10 min;



The supernatant was transferred into a new 1.5 ml clear-colored tube;

To precipitate DNA, 500 pl chilled absolute ethanol was added, and the tube was
centrifuged at 12,000 g for 15 min;

The pellet was washed twice with 500 pl of 70% ethanol, and centrifuged at the above
condition for 3 min to remove residual salt;

The pellet was dried in an Eppendorf VactugeTM at 37°C for 30 min or air-dried at room

temperature overnight.



Annexe 2

Tableau 1. Résumé des 153 mitogénomes analysés, classés selon I’OSF et accompagnés de leurs

longueurs et numéros d’accession GenBank.

Longueur des

Sous-famille Espéces ,N Hmero mitogénomes
d'accession
(pb)
Séquences de cette étude
Acrotylus insubricus insubricus 0Q830999 15728
Aiolopus simulatrix simulatrix 0Q831000 15741
Hilethera aeolopoides 0Q916348 15763
Leptopternis rothschildi 0Q916349 15757
Locusta migratoria 0Q916350 15748
Scintharista notabilis notabilis 0Q916351 15603
Sphingonotus (Sphingonotus) savignyi 0Q918633 15752
Sphingonotus (Sphingonotus) octofasciatus = 0Q918632 15682
Sphingonotus (Neosphingonotus) finotianus | 0Q916352 15755
Thalpomena coerulescens 0Q916347 15766
INGROUP
Aiolopus thalassinus tamulus MKO903555 15593
Aiolopus thalassinus KY236114 15753
Angaracris barabensis MNO083193 15927
Angaracris barabensis KM521245 15930
Angaracris rhodopa KM670011 15930
Bryodema kozlovi MT499330 15930
Bryodema dolichoptera MNO083182 15924
Bryodema nigroptera MNO083167 15933
Oedipodinae  Bryodema miramae miramae KP889242 15919
Bryodema luctuosum luctuosum HQ833839 15946
Bryodema gebleri 00470637 16398
Bryodema qgilianshanense 20 OP373194 15607
Bryodema crisuvarovi MNO083195 15929
Bryodemella holdereri holdereri MNO083168 15929
Bryodemella tuberculata diluta MNO083196 15927
Ceracris fasciata fasciata MK903585 15664
Ceracris fasciata fasciata KP872953 15569
Ceracris kiangsu GU270284 15665
Ceracris hainanensis KY000077 15626
Ceracris hoffmann KY130417 15624
Ceracris nigricornis nigricornis MK903558 15598
Ceracris nigricornis nigricornis MF997464 15598
Ceracris versicolor KJ188251 15616
Compsorhipis davidiana KT157830 16085
Epacromius coerulipes NC 052732 15592
Epacromiustergestinus 00282996 15663
Gastrimargus marmoratus EU513373 15924
Gastrimargus marmoratus EU527334 15904
Heteropternis respondens MNO083170 16265


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267470
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267464
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN083193.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=J1G17BEU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267464
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267459
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2768109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2708001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=445144
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1964325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=445143
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267462
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=290713
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=290711
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU513373.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J1ZTZBV6016

Helioscirtus moseri moseri
Hilethera xinjiangensis
Leptopternis gracilis

Locusta migratoria manilensis
Locusta migratoria manilensis
Locusta migratoria migratoria
Locusta migratoria tibetensis
Locusta migratoria (Lacanau France)
Locusta migratoria (Japan)
Locusta migratoria (Uzbekistan)
Locusta migratoria (Madagas)
Locusta migratoria (Naid Tib_China)
Locusta migratoria (Turkey)
Locusta migratoria (Niger)
Locusta migratoria (Egypt)
Locusta migratoria (Eritria)
Locusta migratoria (Spain)
Locusta migratoria (Bihar India)
Locusta migratoria (Algeria)
Locusta migratoria (Mediter Eur)
Locusta migratoria (Mindanao Philippine)
Locusta migratoria (Mauritania)
Locusta migratoria (Saudi_Arabia)
Locusta migratoria (Sumatra Indonesia)
Locusta migratoria (Australia)
Locusta migratoria (South Africa)
Mecostethus sp.

Mecostethus parapleurus

Oedaleus abruptus

Oedaleus abruptus

Oedaleus asiaticus

Oedaleus manjius

Oedaleus infernalis

Oedaleus decorus decorus
Oedipoda caerulescens

Oedipoda caerulescens

Oedipoda miniata

Sphingonotus menglaensis
Sphingonotus ningsianus
Sphingonotus yenchihensis
Sphingonotus mongolicus
Sphingonotus nebulosus nebulosus
Sphingonotus maculatus petraeus
Sphingonotus turcmenus
Sphingonotus coerulipes
Sphingonotus obscuratus latissimus
Sphingonotus salinus

Pternoscirta caliginosa

Pyrgodera armata

PP669994
0Q270628
OP373196
HQ260647
GU344101
EU287446
HM219224
JN858177
JN858148
JN858174
JN858190
JN858201
JN858184
JN858182
JN858185
JN858187
JN858179
JN858192
JN858181
JN858183
JN858210
JN858180
JN858186
JN858211
JN858212
JN858189
0Q282995
MNO083172
MNO083171
MK352098
EU513374
MT499333
KRG604688
OP627272
0Q282994
0Q615379
0Q516979
MNO083190
MNO083207
MNO083208
OP373198
PP669990
PP669998
PP588451
PP669997
PP669996
PP503007
KX170937
PP669992

15607
16145
16256
15902
15895
16053
15568
15902
16057
15902
15903
15902
15903
15903
15903
15903
15902
15902
15903
15904
15904
15904
15903
15904
15903
15903
15758
16252
16251
15746
16259
15590
15898
15914
15628
15614
15620
15948
16261
16261
15606
16158
15600
16261
15599
15607
15757
15598
15599


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ260647.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=J98HHGND013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU344101.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=81&RID=J98HHGND013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=238695
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU287446.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=J98HHGND013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM219224.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=77&RID=J98HHGND013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858177.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=HHD149SR01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_364503679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858148.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=34&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858174.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=HHD149SR01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_364504267
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858190.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858201.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858184.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858182.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=42&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858185.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858179.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=53&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858181.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=55&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858183.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=58&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858210.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=60&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858180.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=61&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858186.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=65&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN858211.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=67&RID=HHD149SR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=701474
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=701474
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=244712
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=227571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2708009
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=267455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=573382

Acridinae

Gomphocerinae

Trilophidia annulata
Trilophidia annulata
Uvaroviola multispinosa

Acrida cinerea

Acrida cinerea

Acrida oxycephala

Acrida willemsei
Pseudoeoscyllina brevipennisoides
Pseudoeoscyllina xilingensis
Phlaeoba albonema
Phlaeoba angustidorsis
Phlaeoba angustidorsis
Phlaeoba antennata
Phlaeoba infumata
Phlaeoba tenebrosa
Sinophlaeoba bannaensis

Arcyptera coreana

Arcyptera fusca fusca

Arcyptera meridionalis
Arcyptera meridionalis
Arcyptera meridionalis
Arcyptera microptera microptera
Aeropedellus prominemarginis
Chorthippus nemus

Chorthippus albonemus
Chorthippus albonemus
Chorthippus aethalinus
Chorthippus fallax

Chorthippus fallax

Chorthippus dubius

Chorthippus maritimus huabeiensis
Chorthippus qingzangensis
Chorthippus parallelus erythropus
Chorthippus parallelus parallelus
Chorthippus parallelus parallelus
Chorthippus sp. AHNUO1
Chorthippus chinensis
Dasyhippus peipingensis
Dnopherula yuanmowensis
Dociostaurus tartarus
Dociostaurus kraussi kraussi
Eclipophleps carinata
Euchorthippus cheui
Euchorthippus fusigeniculatus
Euchorthippus unicolor
Euthystira luteifemora
Gomphocerippus rufus

MK903576
KP233803
MK829651

KX673195
GU344100
PP588449
EU938372
MN484604
KU522120
EU370925
MW924498
PP588450
KY619842
KU866166
KF937392
MK903584

GU324311
MH101367
MNO083204
MF997490
MG838886
0Q612708
OR061135
MK903589
OP373195
0Q274913
MK903586
MK903588
MK 693137
OP474146
MK903587
0Q196104
MT166300
MT166298
MT166299
MW119358
EU029161
OR066428
KY747520
0Q470639
0Q470638
MN968347
0Q274914
HM583652
MK113716
MNO083200
MK903592

15922
15775
15620

15758
15599
15601
15601
15629
15622
15657
15631
15634
15640
15642
15648
15606

15783
15771
15620
15621
15776
15771
15639
15622
15612
15616
15616
15611
16143
15561
15611
15613
15624
15623
15617
15621
15599
15628
15629
15611
15622
15781
15641
15772
15629
15608
15610


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=215063
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=215063
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2803628

Ommexechinae

Tristirinae

Tableau 2. Annotation et organisation des genes de dix génomes mitochondriaux étudiés.

Gomphocerus sibiricus tibetanus

Gomphocerus sibiricus

Gomphocerus licenti

Gonista bicolor

Leuconemacris breviptera

Leuconemacris litangensis

Mongolotettix anomopterus

Mongolotettix japonicus

Myrmeleotettix sp.

Myrmeleotettix palpalis

Notostaurus albicornis albicornis

Orinhippus tibetanus

Omocestus haemorrhoidalis

Omocestus viridulus

Pacris xizangensis

Ramburiella turcomana
OUTGROUP

Ommexecha virens

Tristira magellanica

HM 131804
JX122541
GQ180102
KR347439
MK903593
MK903566
MK903594
MK903569
MK903595
OR066427
MK903583
KF857227
MK903570
MN083203
NC 023919
0Q516978

NC_020778
NC 020773

15571
15590
15597
15618
15643
15578
16067
16047
15618
15621
15784
15611
15600
15635
15622
15670

15536
16494



Anti

Géne/ ]: Position codon
région i
n A. H. S. T.
A.insubricus | simulatrix | aeolopoides | L.rothschildi | L.migratoria| S.notabilis | S.savignyi | octofasciatus | S.finotianus | coerulescens

Ir;l(;gyggl:;l:;l:leu 1-15728 1-15741 1-15763 1-15757 1-15748 1-15603 1-15752 1-15682 1-15755 1-15766
trnl J |1.65 1 66 1 66 1 65 1 65 1 65 1_66 1 65 1-67 1-67 GAU
trnQ N [63-131 64-132 64-132 63-131 63-131 63-131 64-132 63-131 65-133 65-133 uuG
trnM J [131-199 138-206 140-209 131-201 131-199 135-203 132-202 132-202 133-203 133-202 CAU
ND2 J [200-1222 207-1229 210-1232  [202-1224 200-1222 204-1226 203-1225 203-1225 204-1226 203-1225
trnW J [1221-1286 | 1228-1293 |1231-1297 [1223-1288 |1221-1287 [1225-1291 [1224-1289 |1224-1289 |1225-1290 [1224-1289 | UCA
trnC N |1279-1343 | 1286-1350 [1290-1354 |1281-1348 |1280-1347 [1284-1350 |1282-1349 |1282-1349 |128-1350 1282-1349 | GCA
trnY N |1353-1418 | 1366-1429 |1366-1432 |1355-1421 [1358-1425 [1361-1428 |1356-1422 |1358-1424 |1357-1423 |1360-1427 | GUA
COX1 J [ 1411-2955 |1422-2966 |1425-2969 [1414-2958 |1418-2974 |1421-2962 [1415-2959 |<1423-2961 |1416-2960 |1420-2964
trnL.2 J [2951-3016 [2962-3027 [2965-3030 |2954-3019 |2970-3035 |2958-3023 |2955-3020 [2957-3022 [2956-3021 [2960-3025 | UAA
COX2 J 13020-3703 [3036-3719 [3035-3718 [3026-3709 |3039-3722 |3026-3709 |3025-3708 [3029-3712 |3026-3709 |3032-3718
trnD J [3702-3768 |3718-3781 [3717-3781 |3708-3772 |3721-3784 |3708-3770 |3707-3771 |3711-3775 |3708-3772 |3717-3780 | GUC
trnK J [3772-3842 | 3785-3855 |3784-3854 |3777-3847 |3788-3858 |3774-3844 [3776-3846 |3779-3849 |3777-3847 |3785-3855 | CUU
ATP8 J [3859-4017 [3869-4027 |3872-4030 |3862-4020 |3876-4034 |3864-4022 |[3861-4019 |3867-4025 |3862-4020 |3865-4032
ATP6 J 14011-4688 |4021-4698 |4024-4701 [4014-4691 |4028-4705 [4016-4693 [4013-4690 |4019-4696 [4014-4691 [4026-4703
COX3 J 14693-5484 |4703-5494 4706-5497 [4696-5487 |4710-5501 |4698-5489 [4695-5486 |4701-5492 |4696-5487 |4708-5499
trnG J |5487-5552 | 5497-5561 |5500-5565 |5490-5555 |5505-5569 |5491-5555 |5489-5554 |5495-5560 |5490-5555 [5502-5567 | UCC
ND3 J |5553-5906 | 5562-5915 [5566-5919 |5556-5909 |5570-5923 |5556-5909 |5555-5908 |5561-5914 |5556-5909 |5568-5921
trnA J [5905-5969 [5914-5978 |5918-5982 |5908-5972 |5922-5986 |5908-5971 |5907-5971 |5913-5977 [5908-5972 ]5920-5984 | UGC
trnR J [5973-6036 |5981-6045 |5987-6053 [5977-6042 |5992-6056 |5977-6043 [5976-6041 |5982-6050 |5977-6042 |5988-6053 | UCG
trnN J 16037-6101 [6050-6114 |6054-6119 |6043-6108 |6057-6121 |6048-6114 |6042-6107 |6051-6115 |6043-6108 |6054-6119 | GUU
trnS1 J [6102-6168 |6115-6181 [6120-6186 |6109-6175 |6122-6188 |6115-6181 [6108-6174 |6116-6182 |6109-6175 [6120-6186 | GCU
trnE J |6172-6238 | 6185-6250 |6190-6254 |6179-6244 |6189-6255 |6182-6254 |6178-6243 |6186-6251 [6179-6244 |6187-6252 | UUC
trnF N |6237-6301 | 6251-6315 |6255-6320 |6243-6309 |6254-6320 [6253-6318 |6242-6308 |6250-6316 |6243-6309 |6251-6316 | GAA




NDS5

N [6305-8021 [6319-8035 [6321-8040 |6310-8029 |6321-8037 |6322-8038 |6309-8028 |6317-8036 [6313-8029 |6317-8036
trnH N | 8038-8103 [8051-8115 |8056-8122 |8045-8110 |8053-8118 |8054-8118 [8044-8109 |8052-8118 |8045-8110 |8052-8117 GUG
ND4 N [8106-9440 |[8118-9452 |8125-9459 |[8113-9447 |8120-9454 |8120-9454 [8112-9446 |8120-9454 [8113-9447 |8120-9454
ND4L N [9434-9727 19446-9739 9453-9746 | 9441-9734 [9448-9741 |9448-9741 |9440-9733 |9448-9741 [9441-9734 |9448-9741
trnT J 19730-9793  [9742-9806 | 9749-9813 |9737-9801 |9744-9807 |9744-9807 |9736-9800 |9744-9807 [9737-9801 |9744-9808 uGuU
trnP N [9794-9857 [9807-9869 |9814-9877 [9802-9866 |9808-9874 |9808-9874 [9801-9865 |9808-9872 |9802-9866 |9809-9872 UGG
ND6 J 19860-10384 |9872-10393 | 9880-10401 |9869-10390 |9877-10398 |9877-10398 | 9868-10389 |9875-10396 |9869-10390 |9875-10396
CYTB J | 10384-11523 |10397-11536 | 10406-11545 | 10397-11536 | 10403-11542 | 10402-11538 | 10396-11535 | 10400-11539 | 10397-11536 | 10403-11542
trnS2 J | 11522-11591 |11537-11605 | 11545-11614 |11536-11605 | 11542-11611 | 11547-11616 | 11535-11604 | 11539-11608 | 11536-11605 | 11542-11611 | UGA
ND1 N | 11613-12557 | 11626-12570 | 11638-12582 | 11627-12571 |11633-12577 | 11638-12582 | 11626-12570 | 11630-12574 | 11627-12571 | 11633-12577
trnL1 N |12561-12626 | 12574-12639 | 12586-12651 | 12575-12640 | 12581-12646 | 12586-12651 | 12574-12639 | 12578-12643 | 12575-12640 | 12581-12646 | UAG
rrnL (16S) | N [ 12627-13935 | 12640-13956 | 12652-13965 | 12641-13958 | 12647-13964 | 12652-13972 | 12640-13957 | 12644-13959 | 12641-13957 | 12647-13964
trnV N | 13938-14009 | 13957-14027 | 13966-14037 | 13959-14030 |13965-14036 | 13973-14044 | 13958-14029 | 13960-14031 | 13958-14029 |13965-14034 | UAC
rrnS (12S) | N | 14013-14842 | 14028-14865 | 14039-14878 | 14031-14865 | 14041-14856 | 14045-14873 | 14030-14863 | 14032-14866 | 14030-14857 | 14035-14871
D-loop 14843-15728 | 14866-15741 | 14879-15763 | 14866-15757 | 14857-15748 | 14874-15603 | 14864-15752 | 14867-15682 | 14858-15755 | 14872-15766




Tableau3. Eléments répétés dans les régions riches en A+T de dix espéces.

Period Copy |Consensus| Percent Percent Entropy
Indices Size Number Size Matches Indels Score A C G T (0-2)
8271--8316 22 2.0 24 83 12 60 73 6 6 13 1.22
ACI‘OI:)/'IMS 13393--13436 17 2.6 16 79 10 52 68 6 0 25 1.14
insubricus 14816--15117 154 2.0 154 100 604 61 7 7 22 1.50
15548--15584 19 1.9 19 88 56 45 2 10 40 1.53
9335--9368 15 2.2 16 89 52 73 2 0 23 0.97
13573--13619 13 3.5 13 75 16 51 63 2 0 34 1.06
14085--14119 16 2.2 17 90 10 56 62 0 0 37 0.95
Aiolopus 14842--14895 27 2.0 27 82 10 65 74 0 7 18 1.05
simulatrix 14841--14922 16 53 15 72 12 51 75 0 4 19 0.98
14994--15072 1 79.0 1 84 0 104 92 0 0 6 0.36
15356--15420 29 2.3 28 77 17 73 47 0 3 49 1.17
15438--15479 21 2.1 20 82 8 50 50 4 0 45 1.23
8109--8166 23 2.5 22 78 8 71 51 15 3 29 1.60
Hilethera 14833--15129 148 2.0 148 100 0 594 62 14 4 19 1.47
aeolopoides 15318--15374 19 3.1 18 76 16 62 50 0 0 49 1.00
15303--15380 25 3.1 25 75 10 79 50 0 0 50 1.00
Leptopternis 14799--15103 156 2.0 156 100 0 610 58 12 8 20 1.60
rothschildi 15337--15403 25 2.8 25 72 14 61 47 2 2 46 1.33
6891--6916 13 2.0 13 100 0 52 76 0 7 15 0.99
Locusta 12514--12566 15 3.6 14 78 19 54 67 9 0 22 1.19
migratoria 15304--15481 20 8.9 20 65 26 60 51 1 1 45 1.21
15359--15477 47 2.6 45 78 10 102 51 2 1 44 1.25
3963--4002 20 2.0 21 90 5 64 82 0 0 17 0.67
Scintharista 5552--5626 24 3.1 24 72 0 69 49 8 4 38 1.51
notabilis 15200--15264 16 3.5 17 74 18 51 53 1 0 44 1.09
15302--15346 22 2.0 22 82 4 54 44 6 0 48 1.29
Sphingonotus | 13575--13620 13 3.5 13 76 5 56 60 4 0 34 1.16
Jinotianus 14800--15095 148 2.0 148 100 0 592 58 12 9 19 1.62
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15159--15195 18 2.1 18 90 10 58 21 10 0 67 121
15289--15368 18 4.6 17 73 20 60 47 0 50 1.14

1208912122 15 23 15 94 0 59 61 2 5 29 1.34
Sphingonotus | 14799--15132 167 2.0 168 95 0 607 55 14 9 20 1.67
octofasciatus | 15180--15216 18 2.1 18 90 10 58 21 10 0 67 121
15512--15548 19 1.9 19 89 10 58 48 0 10 40 1.38

9898--9927 16 1.9 15 93 6 51 40 16 0 43 1.48

. 13574--13619 13 3.5 13 76 5 56 60 4 0 34 1.16
ffl’z;’:i‘;””’”s 1481715116 152 2.0 152 100 0 600 56 14 8 2 1.64
1516315199 18 2.1 18 90 10 58 21 10 0 67 121

15293--15336 16 2.6 17 82 13 56 47 0 0 52 1.00

Thalpomena | 14813--15108 155 1.9 155 100 0 592 56 1 8 23 1.62
coerulescens 15400--15484 43 2.0 43 81 4 100 48 3 2 45 1.32

Tableau 4. Résultats du test de saturation de substitution.

gzzz(:lei Iss Iss.cSym*  P-sym® Iss.cAsym® P-asym?  Saturée
PCG12 0.210 0.852 0 0.844 0 non
PCG123 0.205 0.858 0 0.846 0 non
PCG+ARNr 0.201 0.859 0 0.847 0 non
37 génes 0.199 0.860 0 0.847 0 non

Note : a, Indice de saturation de substitution en supposant un arbre vrai symétrique ; b, Probabilité de différence significative entre Iss et Iss.cSym (test
bilatéral) ; c, Indice de saturation de substitution en supposant un arbre vrai asymétrique ; d, Probabilité de différence significative entre Iss et Iss.cAsym (test
bilatéral).
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Annexe 3

Lvaroviola multispinoso
Trilophidia annulata
Pternoscirta coliginasa
Sphingonotus salinus
Sphinganotus coerulipes
Sphingonotus macuwlatus petroeus
Sphinganotus mangoficus
Sphinganaotus ningsianus
Oedipoda miniata

Oedipoda caerulescens
Oedaleus infernalis

Oedaleus asiaticus

Oedalewus abruptus

Locusta migratoria

Locusta migratoria

Locusta migratoria

Locusta migratoria

Locusta migratoria

Locusta migratoria

Locusta migratoria

Locusta migratoria

Locusta migrotoria

Locusto migrotorio Gibetensis
Locusto migrotoria manilensis
Leptapternis grocilis
Heloscirtus moseri maseri
Gostrimargus marmoratus
Epacromius tergestinus
Compsarhipis davidiona
Ceracris nigricornis nig ricarnis
Ceracris hainan ensis

Ceracris fasciato fosciota
Bryodemella tub ercuiata diluta
Bryodemacris uvarovi
Bryadema gebleri

Bryodema miramae miramaoe
Bryodema dolichaptera
Angaracris rhodopa
Angaracris barabensis
Aiolopus tholassinus tamulus
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Pacris xizangensis

Omocestus viridulus
Omocestus haemorrhoidalis
Orinhippus tibetanus
Notostaurus albicornis albicornis
Mongolotettix joponicus
Mongolotettix anomopterus
Leuconemacris litangensis
Leuconemacris breviptera
Gonista bicolor

Gomphocerus ficenti
Gomphocerus sibiricus tibetanus
Gomphocerippus rufus
Euthystira luteifemoro
Euchorthippus unicolor
Euchorthippus fusigeniculatus
Eclipophleps carinata
Dnopherulo yuanmowensis
Chorthippus fallox
Chorthippus albonemus
Chorthippus nemus
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B: Acridinae

Sinophlaeoba bannaensis

Phlaeoba tenebrosa

Phlaeoba infumata

Phlaeoba antennata

Phlaeoba angustidorsis

Phlaeoba albonema

Pseudoeoscyliina xilingensis

scyllina brevipennisoides

ostethus sp. 11180

-
Acrida willemsei 11178

11190
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Figure 1. Taille des PCG, des ARN et des régions riches en A+T (CR) respectivement des mitogénomes de A : Oedipodinae, B : Arcadinae, C : Gomphocerinae.

(Parmi les Oedipodinae : deux espéces présentent des particularités génomiques notables. D'une part, Pternoscirta caliginosa montre une réduction de la longueur des PCG,
due a l'absence du géne ATP6. D'autre part, Ceracris kiangsu se distingue par un ARNr 128 plus court que les autres espéces (718-854 pb), ne mesurant que 461 pb. Ces
séquences ont ét¢ directement déposées dans GenBank sans explication concernant leur taille réduite, ce qui limite notre compréhension de ces caractéristiques génétiques).
Parmi les Acridinae : la séquence de Phlaeoba tenebrosa présente une longueur réduite de 'ARNr 12S avec seulement 121 pb. Cependant, cette observation est en
contradiction avec la publication originale de la séquence, qui rapporte une longueur de 841 pb pour ce méme ARN 128).



Acrotylus insubricus

Aiolopus simulatrix

Hilethera aeolopoides
Leptopternis rothschildi
Locusta migratoria
Scintharista notabilis
Sphingonotus savignyi
Sphingonotus octofasciatus
Sphingonotus finotianus
Thalpomena coerulescens
Aiolopus thalassinus tamulus
Angaracris barabensis
Angaracris barabensis
Angaracris rhodopa
Bryodema gilianshanense
Bryodema kozlovi

Bryodema dolichoptera
Bryodema nigroptera
Bryodema miramae miramae
Bryodema luctuosum luctuosum
Bryodemella holdereri holdereri
Bryodemella tuberculata diluta
Bryodemacris uvarovi
Compsorhipis davidiana
Epacromius coerulipes
Gastrimargus marmoratus
Gastrimargus marmoratus
Heteropternis respondens
Leptopternis gracilis

Locusta migratoria manilensis
Locusta migratoria manilensis
Locusta migratoria migratoria
Locusta migratoria tibetensis
Locusta migratoria France
Locusta migratoria Japan
Locusta migratoria Uzbekistan
Locusta migratoria Madagas
Locusta migratoria Naid_Tib_China
Locusta migratoria Turkey
Locusta migratoria Niger
Locusta migratoria Egypt
Locusta migratoria Spain
Locusta migratoria Algeria
Locusta migratoria Mediter
Locusta migratoria Philippine
Locusta migratoria Mauritania
Locusta migratoria Saudi_Arabia
Locusta migratoria Indonesia
Oedaleus abruptus

Oedaleus abruptus

Oedaleus decorus asiaticus
Oedaleus manjius

Oedaleus infernalis

Oedaleus decorus decorus
Pternoscirta caliginosa
Sphingonotus menglaensis
Sphingonotus ningsianus
Sphingonotus yenchihensis
Sphingonotus mongolicus
Trilophidia annulata
Uvaroviola multispinosa
Ceracris fasciata fasciata
Ceracris fasciata fasciata
Ceracris kiangsu

Ceracris nigricornis nigricornis
Ceracris versicolor

Block A
CTTTCATTTTATATATAAAATA
CTTTGAATTTATAAATAAAATA
TTTTTAATTTACACATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTCAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTCAATTTATATATAAAATA
CTTTCAATTTACATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAATTTTATATATAAAATA
TTTTCAATTTATATATAAAATA
TTTTCAATTTATATATAAAATA
CTTTTATTTTATATATAAAATA
CTTTCAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATACCTAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTATAATTTGTATATAAAATA
CTTATAATTTGTATATAAAATA
CTTATAATTTGTATATAAAATA
CTTATAATTTATATATAAAATA
CTTATAATTTATATATAAAATA
CTTATAATTTATATATAAAATA
CTTTCAATTTATATATAAAATT
CTTTCAATTTGTATATAAAATA
CTTTCAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
TTTTTATTTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTAAATTTATACATTAAATA
CTTTAAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATATATAAAATA
CTTTTAATTTATAGATAAAATA

Block B

TGATATATTGAAATAAATAATTTATAT
TAATATATTATAATAAATATCTTATAT
TAATATATTATAATAAATAATTTATAT
TGATATATTGAAATAAATAATTTATAT
TGATATATTGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGAAATAAATAATTTATAT
TAATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TGATATATTGAAATAAATAATTTATAT
TAATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TAATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAATGTATAAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAGTATATTAAAATAAATTATTTATAT
TAATATATTAAAATAAATAACTTATAT
TGATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TGATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TTATAGATAATTGTATATAATTAATAT
TAATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TGATATATTGATATAAATCATTTATAT
TGATATATAGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGATATAAATCATTTATAT
TGTTATATTGAAATAAATTATTTATAT
TGATATATTGATATAAATCATTTATAT
TGATATATTGATATAAATCATTTATAT
TGATATATTGATATAAATCATTTATAT
TGATATATTGATATAAATCATTTATAT
TGATATATTGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGATATAAATTATTTATAT
TGATATATAGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGATATAAATTATTTATAT
TGATATATAGATATAAATTATTTATAT
TGATATATTGAAATAAATAATTTATAT
TGATATATTGAAATAAATAATTTATAT
TGATATATTATAATAAATAATTTATAT
TGATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TGATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TGATATATTGAAATAAATAATTTATAT
TAATATATAAATATAAATAATTTATAT
TAATATATTAAAATAAATAATTGATTT
TAATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TAATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TAATATATTAAAATAAATAATTTATAT
TAATATATTATAATAAATAATTTATAT
TAATGTATAAAAATAAATTATTTATAT
TAATATATAAATATAAATCATTTATAT
- TATATATATATATAAAACATTTATAT
TAATATATAAATATAAATCATTTATAT
TTATATATATCAATAAATCATTTATAT
TTATATATATCAATAAATCATTTATAT
TAATATATTATAATAAATATCTTATAT

Block C
AAAAA-ATAGGTAGCTATAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
ATCAA-ATAAGTAGCTAAACC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAACATAAGTAGCTACAAT
AAAAACATAAGTAGCTACAAT
AAAAACATAAGTAGCTACAAT
AAAAACATAAGTAGCTATAAT
TAAAA-ATAAGCGTCTGTAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAAAATAGGTAGCTACAGC
AAAAA-ATAAGTAGCTACAAT
AAAAA-ATAAGTAGCTATAAT
AAAAA-ATAAGTAGCTAAAAC
AAAAACATAAGTAGCTATAAT
AAAAA-ATAGGTAGCTATAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAA--GTAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTATAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTATAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTATAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAT
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAT
AAAAA-ATAAGTAGCTAAACC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAC
AAAAA-ATAAGTAGCTAAACC
AAAAA-ATAGCTAGCTACAAC
AAAAACATAAGTAGCTACAAT
AAAAACATAAGTAGCTATAAT
AAAAACATAAGTAGCTAAAAT
AAAAC-ATAAGTAGATATAAT
AAAAATATAGGTAGCTACAAT
AAAAATATAAGTAGCTATAAT
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAT
AAAAATATAGGTTGCTACAAC
AAAAA-ATAGGTAGCTACAAT
AAAAA-ATAGGTAGCTTCAAT
AAAAAAATAGGTAGCTCCAAT



Acrotylus insubricus

Aiolopus simulatrix

Hilethera aeolopoides
Leptopternis rothschildi
Locusta migratoria
Scintharista notabilis
Sphingonotus savignyi
Sphingonotus octofasciatus
Sphingonotus finotianus
Thalpomena coerulescens
Aiolopus thalassinus tamulus
Angaracris barabensis
Angaracris barabensis
Angaracris rhodopa
Bryodema gilianshanense
Bryodema kozlovi

Bryodema dolichoptera
Bryodema nigroptera
Bryodema miramae miramae
Bryodema luctuosum luctuosum
Bryodemella holdereri holdereri
Bryodemella tuberculata diluta
Bryodemacris uvarovi
Compsorhipis davidiana
Epacromius coerulipes
Gastrimargus marmoratus
Gastrimargus marmoratus
Heteropternis respondens
Leptopternis gracilis

Locusta migratoria manilensis
Locusta migratoria manilensis
Locusta migratoria migratoria
Locusta migratoria tibetensis
Locusta migratoria France
Locusta migratoria Japan
Locusta migratoria Uzbekistan
Locusta migratoria Madagas
Locusta migratoria Naid_Tib_China
Locusta migratoria Turkey
Locusta migratoria Niger
Locusta migratoria Egypt
Locusta migratoria Spain
Locusta migratoria Algeria
Locusta migratoria Mediter
Locusta migratoria Philippine
Locusta migratoria Mauritania
Locusta migratoria Saudi_Arabia
Locusta migratoria Indonesia
Oedaleus abruptus

Oedaleus abruptus

Oedaleus decorus asiaticus
Oedaleus manjius

Oedaleus infernalis

Oedaleus decorus decorus
Pternoscirta caliginosa
Sphingonotus menglaensis
Sphingonotus ningsianus
Sphingonotus yenchihensis
Sphingonotus mongolicus
Trilophidia annulata
Uvaroviola multispinosa
Ceracris fasciata fasciata
Ceracris fasciata fasciata
Ceracris kiangsu

Ceracris nigricornis nigricornis
Ceracris versicolor

Block D
TATTAATTATATCATATAATAATAATGTAAAATATTTATTTAC--ATTAC-TTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATATAAATAATGTAAAATATTTAATTACATATCA---TAAATATTTTATTATATAATAA-TTTTCTCT
TATTAATTATATCATATATTAATAATGTAAAATATTTATATACATATCA---TAAATATTTTATTATATAATAACCTTCTCTA
TATTTATTATATCCTATAATAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTACATTAAATATTTTATTATATAATCATTTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTTATTATATCCTATAATAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTACATTAAATATTTTATTATATAATCATTTTCTTTT
TATTTGTTATATCATATTATAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATAATATATATTTTATTATACAATCA-TTTCTTTT
TATTTGTTATATACTATTATAATGATGTAAAATATTTAATTAC--ATTACAATATATATTTTATTATACAATCA-TTTCTTTT
TATTTATTATATCATATTATAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATAATATATATTTTATTATACAATCA-TTTCTTTT
TATTTATTATATACTATTATAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATAATATATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATTATATTTAAATAATGTAAAATATTTAATTACATATCA---TAAATATTTTATTATATAATAA-TTTCTTCT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ACTATTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ATTAGTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ATTAGTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ACTACTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ACTATTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ATTAGTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ACTACTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ATTAGTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ATTAGTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ATTAGTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ACTATTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ACTACTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ACTACTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATACTATATTTATAATGTAATATATTTATCTATATATCA---TAAATATTTTATTATATAATAA-TTTCTTCT
TATTGATTATATCATATATTAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ACTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCATATATTAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ACTACATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCATATAATAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTTGTTATATCTAATTATAATAATGTAAAATATTTGATTAC--ATTATAATATATATTTTATTATATAATCA-CTTCTTTT
TATTGATTATATCATATATTTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCATATATTTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
AATTGATTATAACATATATTAAAAATGTAAAATATATAATTAC--ATTGTATTAAAAATTTTATTATATAATCA-TTTCCTTT
TATTGATTATATCATATATTTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCATATATTTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCATATATTTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATAATTATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTTGTTATATCATATATTAATAATATAATATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTTGTTATATCATATATTAATAATATAATATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
CATTTATTATATTATATATTACTAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATCTTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTTATTATATCATATATTAATAATG-AAAATATTTAATTAC--ATTACATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTTATTATATCATATATTAATAATG-AAAATATTTAATTAC--ATTATGTTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
CATTTATTATATCATATATTAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TTTTTATTATATCTTACTATAATAATATAATATATTTAATTGC--ACTTAATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTTATTATATCAAATTATAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTACAATATATATTTTATTATACAATCA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATTATAATAATGTAAAATATTTAATTAC--ATTATAATAGATATTTTATTATAAAATCA-TTTCTTTT
TATTTGTTGTATACTATTATAATAATGTAAAATATTTGATTAC--ATTATGTTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTTGTTATATTTTATTATAATAATGTAAAATATTTGATTAC--ATTACATTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
CATTTGTTATATCCTATAATAATAATATAAAATATTTAATTACATATCA---TAAATATTTTATTATATAATAA-TTTCTTTT
TATTGATTATATCTAATAATCTTAATGTAATATATTTAATTAC--ACTACTCTAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATATATATAATGTAAAATATTTATTCATATATTAACATAAATATTTTAATATCTAATAA-TTTCTTTT
TATTTATTATATACTATATATATAATGTAATATATTTATCTATATATCAACATAAATATTTTATTATATAATAA-TTTCTTTT
TATTAATTATATCATATATATATAATGTAAAATATTTATTCATATATTAACATAAATATTTTAATATCTAATAA-TTTCTTTT
TATTTATTATATCATATTTATATAATATAAAATATTTCCTCATATATTACTATAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTTTT
TATTTGTTATATCATATTTATATAATATAAAATATTTCTTCATATATTACTATAAATATTTTATTATATAATCA-TTTCTCTC



Acrotylus insubricus

Aiolopus simulatrix

Hilethera aeolopoides
Leptopternis rothschildi
Locusta migratoria
Scintharista notabilis
Sphingonotus savignyi
Sphingonotus octofasciatus
Sphingonotus finotianus
Thalpomena coerulescens
Aiolopus thalassinus tamulus
Angaracris barabensis
Angaracris barabensis
Angaracris rhodopa
Bryodema gilianshanense
Bryodema kozlovi

Bryodema dolichoptera
Bryodema nigroptera
Bryodema miramae miramae
Bryodema luctuosum luctuosum
Bryodemella holdereri holdereri
Bryodemella tuberculata diluta
Bryodemacris uvarovi
Compsorhipis davidiana
Epacromius coerulipes
Gastrimargus marmoratus
Gastrimargus marmoratus
Heteropternis respondens
Leptopternis gracilis

Locusta migratoria manilensis
Locusta migratoria manilensis
Locusta migratoria migratoria
Locusta migratoria tibetensis
Locusta migratoria France
Locusta migratoria Japan
Locusta migratoria Uzbekistan
Locusta migratoria Madagas
Locusta migratoria Naid_Tib_China
Locusta migratoria Turkey
Locusta migratoria Niger
Locusta migratoria Egypt
Locusta migratoria Spain
Locusta migratoria Algeria
Locusta migratoria Mediter
Locusta migratoria Philippine
Locusta migratoria Mauritania
Locusta migratoria Saudi_Arabia
Locusta migratoria Indonesia
Oedaleus abruptus

Oedaleus abruptus

Oedaleus decorus asiaticus
Oedaleus manjius

Oedaleus infernalis

Oedaleus decorus decorus
Pternoscirta caliginosa
Sphingonotus menglaensis
Sphingonotus ningsianus
Sphingonotus yenchihensis
Sphingonotus mongolicus
Trilophidia annulata
Uvaroviola multispinosa
Ceracris fasciata fasciata
Ceracris fasciata fasciata
Ceracris kiangsu

Ceracris nigricornis nigricornis
Ceracris versicolor

Block E1

TACAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
ACTAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAGGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGGAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGATTAAATAATATAA
AATAAAGAAAGAATAAATAATATAA
AATAAAGAAAGAATAAATAATATAA



Acrotylus insubricus

Aiolopus simulatrix

Hilethera aeolopoides
Leptopternis rothschildi
Locusta migratoria
Scintharista notabilis
Sphingonotus savignyi
Sphingonotus octofasciatus
Sphingonotus finotianus
Thalpomena coerulescens
Aiolopus thalassinus tamulus
Angaracris barabensis
Angaracris barabensis
Angaracris rhodopa
Bryodema gilianshanense
Bryodema kozlovi

Bryodema dolichoptera
Bryodema nigroptera
Bryodema miramae miramae
Bryodema luctuosum luctuosum
Bryodemella holdereri holdereri
Bryodemella tuberculata diluta
Bryodemacris uvarovi
Compsorhipis davidiana
Epacromius coerulipes
Gastrimargus marmoratus
Gastrimargus marmoratus
Heteropternis respondens
Leptopternis gracilis

Locusta migratoria manilensis
Locusta migratoria manilensis
Locusta migratoria migratoria
Locusta migratoria tibetensis
Locusta migratoria France
Locusta migratoria Japan
Locusta migratoria Uzbekistan
Locusta migratoria Madagas
Locusta migratoria Naid_Tib_China
Locusta migratoria Turkey
Locusta migratoria Niger
Locusta migratoria Egypt
Locusta migratoria Spain
Locusta migratoria Algeria
Locusta migratoria Mediter
Locusta migratoria Philippine
Locusta migratoria Mauritania
Locusta migratoria Saudi_Arabia
Locusta migratoria Indonesia
Oedaleus abruptus

Oedaleus abruptus

Oedaleus decorus asiaticus
Oedaleus manjius

Oedaleus infernalis

Oedaleus decorus decorus
Pternoscirta caliginosa
Sphingonotus menglaensis
Sphingonotus ningsianus
Sphingonotus yenchihensis
Sphingonotus mongolicus
Trilophidia annulata
Uvaroviola multispinosa
Ceracris fasciata fasciata
Ceracris fasciata fasciata
Ceracris kiangsu

Ceracris nigricornis nigricornis
Ceracris versicolor

Block E2

TATATTAT
--TAT
ATTAT
GTTAT
TATAGTAT
GTTAT
TATATTAT
ATTAT
ATTAT
ATTAT
--TAT
TTTATTAT
ATTAT
ATTAT
TTTATTAT
TTTATTAT
ATTAT
ATTAT
ATTAT
TTTATTAT
TTTATTAT
ATTAT
ATTAT
TTTATTAT
--TAT
AGTAT
AGTAT
ATTAT
TATATTAT
TATAGTAT
AGGAT
AGTAT
TATAGTAT
TATAGTAT
AGTAT
AGTAT
TATAGTAT
TATAGTAT
TATAGTAT
AGTAT
AGTAT
TATAGTAT
TATAGTAT
AGTAT
AGTAT
TATAGTAT
TATAGTAT
TATAGTAT
ATTAT
ATTAT
TATATTAT
TATATTAT
ATTAT
ATTAT
TATATTAT
TATATTAT
TATATTAT
ATTAT
TTTATTAT
TTTATTAT
TTTATTAT

TAT
TAT
TAT

TAT

TAT
TAT
TAT
TAT

TTT
TTT

TTT
TTT
TTT

TTT
TTT

TAT
TAT
TAT
ST

TAT
TAT

TAT
TAT

TAT
TAT

TAT
TAT

TAT
TAT

TAT
TAT

TTT

TATCTG- -
TGTTTT- -
TATCTG- -
TATTCT- -
TATTCT- -

*

CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTC
CTTC
-CTT
CTTC
CTTC
CTTC
-CTT
CTTC
CTTC
CTTC
CTTC
-CTT
CTTC
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTC
CTTC
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTC
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT
CTTT

* k ¥ Kk k *

CTTTATT--ATTTAAT
CT------- ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CT------- ATTTAAT
-TTTATT--ATTTAAT
-TTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
-TTTATT--ATTTAAT
-TTTATT--ATTTAAT
-TTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
-TTTATT--ATTTAAT
-TTTATT--ATTTAAT
-TTTATT--ATTTAAT
-TTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
-TTTATT--ATTTAAT
CT------- ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTTTTTTATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
CTTTATT--ATTTAAT
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Figure 2. Blocs de séquences conservés dans les régions riches en A+T de toutes les séquences
d'Oedipodinea utilisées dans cette étude.T-stretchest coloré et la boite TATA est représentée en jaune.

Block F
ACAACAAAAACTTCT-TATTATATAT-AATAAATATAAATATGGTACTTTTAT
ACAACAAAAACTTCTATATTATATAT-TATACATATAAGTATGGTACTTGTGT
ACAACAACAACTTCTCTATTATATAT-TACAAAGATAAATATGGTACTTTTAT
ACAACAAAAACTTCTTTATTATATAT-TATAAAGATAAGTATGGAACTTGTAT
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ACAACAACAACTTCTCTATTATATGTAAATAAATATAGATATGGAACGTTTAT
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Figure 3. Arbre phylogénétique reconstruit par inférence bayésienne (BI) (a gauche) et par la méthode du
maximum de vraisemblance (ML) (a droite), a partir de I’ensemble de données PCG12. Le support
bootstrap (ML) et les probabilités postérieures (BI) sont indiqués aux nceuds. Le numéro d'accession de
chaque espéce enregistrée dans GenBank est indiqué. Les espéces séquencées dans cette étude sont écrites
en gras. Le bleu représente les Gomphocerinae, le rose représente les Acridinae, le noir représente les
Oedipodinae et le gris représente les espeéces du groupe externe.
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Figure 4. Arbre phylogénétique reconstruit par inférence bayésienne (BI) (a gauche) et par la méthode du
maximum de vraisemblance (ML) (a droite), a partir de 1’ensemble de données PCG123. Le support
bootstrap (ML) et les probabilités postérieures (BI) sont indiqués aux nceuds. Le numéro d'accession de
chaque espéce enregistrée dans GenBank est indiqué. Les espéces séquencées dans cette étude sont écrites
en gras. Le bleu représente les Gomphocerinae, le rose représente les Acridinae, le noir représente les
Oedipodinae et le gris représente les espeéces du groupe externe.
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Figure 5. Arbre phylogénétique reconstruit par inférence bayésienne (BI) (a gauche) et par la méthode du
maximum de vraisemblance (ML) (2 droite), a partir de ’ensemble de données PCG+ARNr. Le support
bootstrap (ML) et les probabilités postérieures (BI) sont indiqués aux nceuds. Le numéro d'accession de
chaque espéce enregistrée dans GenBank est indiqué. Les espéces séquencées dans cette étude sont écrites
en gras. Le bleu représente les Gomphocerinae, le rose représente les Acridinae, le noir représente les
Oedipodinae et le gris représente les espeéces du groupe externe.
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Figure 6. Arbre phylogénétique reconstruit par inférence bayésienne (BI) (a gauche) et par la méthode du
maximum de vraisemblance (ML) (a droite), a partir de I’ensemble de données 37 génes. Le support
bootstrap (ML) et les probabilités postérieures (BI) sont indiqués aux nceuds. Le numéro d'accession de
chaque espéce enregistrée dans GenBank est indiqué. Les espéces séquencées dans cette étude sont écrites
en gras. Le bleu représente les Gomphocerinae, le rose représente les Acridinae, le noir représente les
Oedipodinae et le gris représente les espéces du groupe externe.



	 Clade D – (BS = 99, PP = 1) : la tribu Acrotylini Johnston, 1956 est représentée par une seule espèce, Acrotylus insubricus (Scopoli, 1786), donc, la monophylie d’Acrotylini n'a pu être testée.  L’A. insubricus forme un clade bien soutenu (BS=72, 97...
	 Clade E – (BS=100, PP=1) : inclut les genres Pternoscirta Saussure, 1884, Oedaleus Fieber, 1853, Scintharista Saussure, 1884, Gastrimargus Saussure, 1884 et Locusta Linnaeus, 1758de la tribu Locustini Kirby, 1825. Cependant, Mecostethus parapleurus ...
	 Clade F – (BS=100, PP=1) : constitué des deux espèces du genre Oedipoda Latreille, 1829, confirmant la monophylie de la tribu Oedipodini Walker, 1871.

