ﬁ Université Mohamed Khider de Biskra
Faculté des sciences exactes et des sciences de la nature

_p et de la vie
B Département des sciences de la nature et de la vie
Rdd Filiere : Sciences biologiques
UNIVERSITE Référence / 2022
DE BISKRA

MEMOIRE DE MASTER

Spécialité : Parasitologie

Présenté et soutenu par:

GUIDOUM BOUZIANI Lyes et HASSENI Rania

Le: mercredi 29 juin 2022

Phylogéenie moléculaire et délimitation des
especes du genre Scorpio (Scorpionidae,
Scorpiones) basée sur le margueur d'ADN
mitochondrial COl.

Jury:
Mme. MEDJADBA Aicha MAB  Université de Biskra Président
Pr.  MOUSSI Abdelhamid Pr Université de Biskra Rapporteur
Mme. AOURAGH Hayat MAA  Université de Biskra Examinateur

Année universitaire: 2021/2022






Remerciements

Nous tenons a saisir cette occasion et adresser nos profonds reconnaissances a Allah le tout
puissant et le tout miséricordieux, qui nous a donné la force, le courage, la volonté et surtout
la patience d’accomplir ce modeste travail.

Un grand merci a notre encadreur Mr le professeur MOUSSI Abdelhamid qui nous a donné
la chance de faire partie de ce projet. Son positivisme, ses nombreux conseils ainsi que ses
nombreuses corrections ont été pour nous une grande aide, nous le remercions infiniment pour
son encadrement et d’avoir dirigé ce travail et surtout pour sa disponibilité malgré ses
nombreuses occupations. Nous espérons que ce travail sera a la hauteur de ses espérances.

Nos remerciements chaleureux aux membres de jury, c’est pour nous le grand honneur que
vous faites en acceptant de présider et d’examiner notre travail et de I’attribuer des remarques
et des corrections trés intéressantes.

Sans oublier de remercier Mr le professeur LAIADI Ziane pour nous avoir accueillis au sein
de son laboratoire de recherche et de nous permet la réalisation d’une partie de ce modeste
travail. Sinceres remerciements a tous les membres « du laboratoire de genétique,
biotechnologie et valorisation des ressources vitales », en particulier la doctorante ZEKRI
Wissame de nous avoir aidés.

Nous tenons a remercier Mr BEN DAHMANE Abedelhafedh pour ces nombreux conseils
en Bioinformatique durant nos études et son aide.

Nos remerciements s’adressent aussi a Mr SADINE Salah Eddine pour ses nombreux
conseils sur I’étude des scorpions.

C’est ’occasion a adresser nos reconnaissances envers nos familles et nos proches qui nos ont
accompagneé, aidé, soutenu et encouragé surtout au long de la réalisation de ce mémoire.

Nos profonds remerciements vont également a nos enseignants, nos collégues d’étude et
toutes les personnes qui nos ont aideé ne serait-ce qu’avec un mot d’encouragement.

En fin, nos plus sincéres remerciments vont également aux 1I’ensemble du personnel
département de Science de la Nature et de la Vie.



Dédicace
Je dédie ce modeste travail

A mon héros qui me donne de la force quand j’en ai besoin de plus. Ton sourire, ta
patience, ta sagesse et tendresse de cceur me donneront & jamais une raison de sourire. A la
lumiére de ma vie, a mon exemple éternel, mon soutien moral qui s’est toujours sacrifié pour
me voir réussir que dieu le garde, mon pere « HASSENI Mohamed ».

A la reine de ma vie qui a su m’encourager et me pousser a aller toujours
plus loin dans mes études, qui m’a toujours soutenu de maniére inconditionnelle depuis le
début de mes études, qui m’a accordé sa totale confiance, son amour et toute son affection.
Sans jamais faillir, ma chére maman « Noura».

« Aucun hommage ne pourrait étre a la hauteur de I’amour Dont ils ne cessent de me
combler. J’espére que j’ai pu atteindre leurs espérances. Que dieu les gardes et les protege,
Leur procure bonne santé et longue vie. »

A ma sceur Ibtissem et son marie Ismail, et ces filles, mes chéres Biba, Tasnim et Ranim.
Que dieu les gardes et les protege.

A mes fréres : Farouk, Okba et Djalel qui mon toujours encourageé.
A mes cousines : Nahla, Hana, Fairous et Salsabil

A tous les membres de ma famille grands et petits qui étaient toujours a mes cotés. Mes
oncles paternels et leurs femmes, mes tantes et leurs enfants, mes oncles maternels, mes
tantes, leurs maris et leurs enfants.

A mes chéres et proches amies : Kaouther, Nouria, Chahinez, Raida, Roukaia, Amani je
les remercier pour leur soutien moral, leur encouragement incessant ... qu’Allah vous garde
pour moi.

A toute la promotion de 2°™ master Parasitologie 2021/2020.
A mon binbme et toute sa famille.

A tous ceux qui m’ont toujours encouragé dans mes moments les plus difficiles et soutenu
dans mes choix et tout au long de mes études.

Et enfin je dédie ce travail a moi-méme d’avoir eu le courage de finaliser ce travail.

RANIA



Table des matieres

Remerciements

Dédicace

Table desS MAtIBreS. ... .cvii e I
Liste des TableauX.........ooiiiiiiie e I
LiSTE dES FIQUIES....eiiiiiiee ettt e e e e Il
Liste des ADFeVIAtIONS..........ooiiiiie e v
INtroduction.........ccovvee i Error! Bookmark not defined.

Premiéere partie : Synthése bibliographique
Chapitre 1: Generalité sur les scorpions et le genre Scorpio

1.1. GENEralité SUK 18S SCOMPIONS ......viiiiiiiie ettt 3
1.1 1 HISTOTIQUE ..ttt ettt ettt ettt 3
1.1.2. DesCription deS SCOMPIONS ......ccvvveeiureeeiieeesiieesieeeasteeeasteeeasraeeessaeeessseeesnseeesneeesnses 3

1.0.2.0. DATINIEION ...ttt ettt be e 3
O T o o Yo L1 T [0 o PSSR 3
1.1.2.3. REQIME @liMENTAINE. ......eeeiieiie e eciie e e e e e e e 3
1.1.2.4. VeNiNS dES SCOMPIONS .....cccvvreeiuieeesiieeesieeessteeesteeesstee e s streeessaeeasnreeesnneeeaneeeaneeas 3
1.0.2.5, HADITAL ..oveeiieee s 4
1.1.3. CIASSITICALION ...ttt ettt nae e 4
I |V o T o] o oo 1= S OPRR PR 4
1.1.5. Distribution MONGIAIE ........ccviiiiiiiiieciiee e 5

1.2. Généralité sur Ie geNIe SCOMPIO ....ccuuiiiiiee ettt 5
1.2.1. Position systématique du genre Scorpio dans le monde de scorpion ....................... 6
1.2.2. Liste des eSPECES U8 SCOMPIO ....vvviiiiireeiieeeeiee e et e rtee e ste e ste e te e et e e s e et eeaneeas 6

Chapitre 2: Barcoding moléculaire

P22 I 11 oo 18 o1 (o] o PRSP PT TR PPRP 7
2.2. Le probléme de la classification des &tres VIVants...........cccccvevviee e cciee e 7
2.3. Apparition du terme de DNA Barcoding .........ccceeeviuieeiiiieeiiie e 7
2.4. L’intérét du DNA Barcoding dans la taxonomie animale.............ccccccoevieiiieeninnnnns 8
2.5. Barcode MOIBCUIAITE ..........ccuiiiiiiieece e 8

2.5. 1. DEFINITION ..ottt ettt et e et e et e s nbeeanaeenree s 8



2.5.2. PIINCIPE ettt ettt 8

2.5.3. Avantage du gene mitochondrial............ccoooeiiiiiiiiie 9
2.5.4. DNA Barcoding et la résolution de la diversité d’eSpeces..........ccocovververerneennn. 10
2.6. Applications de PADN BarcCodiNg ........cocuieiuiiiiiiiiieiiiesie i 10
2.6.1. Surveillance des ravageurs agriColes ...........cccioiiiiiiiiiiiiie e 10
2.6.2. ldentification des vecteurs de Maladies ...........cccceiieriiiiieiiiese e 10
2.6.3. Preservation des ressources NAtUrEIIES ...........ueiieiieriiieiie e 10
2.6.4. Protection des eSPECES MENACEES. ........ceveruereeiieerieerieaieaieesteesteesee e sreesreeseeeneeans 11
2.6.5. Surveillance de la qualité de I'eau..........cccooiiiiiiiiie e, 11
2.6.6. Authentification de routine des produits de santé naturels .............ccccooeieereennnen. 11
2.6.7. Identification des PIANTES .........oouiiiiiiiie s 11

Deuxieme partie : Partie expérimentale

Chapitre 3: Mateériel et Méthodes

TN 1V = =] T OSSR 12
3.1 APPArCIIAGE ..o 12
3.1.2. Origineg JES SEQUENCES.......eeeiurreeirereiireeaireesstreeasseeeessreeassseesssaeessseeesseeesseeesnseeens 12

Bi2. IMIBTNOAES. ...t 13
3.2.1. Outil de 1a BIOINFOrMALIQUE ......ccvvveeiiiee e 13
3.2.2. BaNQUES € UONNEES .......uveeeiiie ettt ettt e et e et eearaeeanee e 14

3.2.2.1. BOLDSYSIEIMS ......iiiiiiiiieee ettt e e e s st e e e e e e e s s bbb e e e e e e e s ans 14
a. Recherche et la sélection des séquences (données nucléiques)..........coceevvveennen. 14
b. Outil d’identification SUr BOLDSYSIEMS .........ccivuieiiiieiiiee e siee e siee e 16

3.2.2.2. GENBANK ...ttt 17
a. ldentification et vérification des séquences selectionnées sur GenBank............... 17
b. Outil d’identification SUF BLAST .......ovviiiiiiieee ettt 18
C. OPtIONS AU BLAST ..ot e e e et e e anreas 18

3.2.3. EXplOitation desS dONNEES .........ccoveiiiiiieeiiie et 19

3.2.3. 1. AlIGNEIMENL.....ciiiiiiee et e e e e et re e e s ae e e aaaa e 19
I o 10 Tod T o - PSPPSR 20
b. Alignement MUIIPIE ........ooomiiiee e 20
C. RAFFINEMENT ... e 21

3.2.3.2. Construction de ’arbre phylogéniqUE ..........ccveerieiiieiieeiie e 23

3.2.3.3. DElIMItation dES ESPECES. ......vvieiiiee e e it e et e e sre e e e e e s rre e 24



a. modéle multi-rate Poisson Tree Processes (MPTP).......cocvevveiieeiiieenieiieesiee e 25
b. Barcode Index NUMDErS (BINS)......uuiiiiiieiiiieiiiie et 25
c. Assemble Species by Automatic Partitioning (ASAP) ......ccccvveiviieiviieeiieee e, 26

Chapitre 4: Résultats et discussion

I (=TT | 7 £ SPUSOTR 27
4.1.1. Collection et VErification des SEQUENCES ...........eieereeriieiiaie e 27
4.1.2. Arbre phylogenELIQUE.........cviieiiee e 28
4.1.3. Résultat de la délimitation des espéces avec les trois méthodes ...............cccceeenee. 35

4.1.3.1. Résultat du la méthode de délimitation des espéces (ASAP) .........cccccvveennnne. 35

4.1.3.2. Résultat du la méthode de délimitation des espéces (MPTP) .........ccccccveenneee. 39

O D o0 (o] o OSSR 44

(@] 0 1od 1151 o] o SRR 47

BiDIOGraphie .......ooe e 49
Annexes
Résumés



Liste des Tableaux

Tableau 1: les caractiristiques des ordinateurs UtHHSEES ..........cvevveerveiiiieiiie e 12
Tableau 2: Le nombre des séquences avant et apres I’identification sur BOLD et BLAST...28
Tableau 3: Liste des espéces de genre Scorpio dans le monde (Rein, 2020) .......... (Annexe 2)
Tableau 4: Le code de nucléotide Selon UIB...........cccooiieiiiiieiieiienieeee e (Annexe 3)
Tableau 5: L’origine géographique des espéces de Scorpio utilisées dans notre étude et leurs

numéros d’acces GenBank de leurs séquences IDS...........ccooeiiiieiiiii e, (Annexe 5)



Liste des Figures

Figure 1 : Anatomie d’un scorpion (Abbassi et al., 2018) ..........cccceiiiiiiieiiiie e 5
Figure 2 : Schéma présentatif sur le principe du code-barres ADN...........cccooeiiiniieninniennenn 9
Figure 3 : exemple sur le résultat obtenu dans la plateforme BOLDSYStems............ccccvveneee. 15
Figure 4 : exemple d’une séquence utilisée sous format FASTA. .......ccoeiiiiiiienienienee e, 16
Figure 5 : exemple sur le résultat d’outil d’identification sur BOLDSYStEMS. ..........ccevvnee. 17
Figure 8 : exemple sur I’identification et la vérification des séquences sur GenBank. .......... 18
Figure 7 : Les 4 différents colonnes de comparaison dans le plateforme BLAST ................ 19
Figure 8 : Service web NGPhyIogeny.fr.........ooiiiiiii 22
Figure 9 : Outil Gbloks sur Service web NGphylogeny.fr ... 23

Figure 10 : Exemple sur une séquence mal identifiée prouveée par I'application d'identification
08 BOLDSYSIEIMS. ...ttt ettt etttk ettt ekttt e sttt e et e st e et eebeeanaeenbee s 27
Figure 11 : Phylogramme de vraisemblance maximale ML construit par logiciel MEGA X,
déeduit pour les spécimens du genre Scorpio. Les nombres sur les branches représentent le
support bootstrap. L'arbre est enraciné sur Hottentotta saulcyi comme out groupe. .............. 34
Figure 12 : Comparaison des résultats de la délimitation des 6 espéces de Scorpio a l'aide de
deux méthodes différentes et comparaison avec les BINS, I’arbre construit par ML sur le

serveur Webh NGPNYIOGENY.TT ... e 43



Liste des Abréviations

ABGD: Automatic Barcode Gap Discovery

ADN : Acide Désoxyribo Nucléique

ADNmMm: Acide Désoxyribo Nucléique Mitochondrial
ASAP: Assemble Species by Automatic Partitioning
BIN: Barcode Index Number

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
BOLD: Barcode Of Life Data base

bPTP: bayesian Poisson Tree Processes

COl: Cytochrome ¢ Oxydase sous-unite |

GMYC: Generalized Mixed Yule-Coalescent

IDS: The BOLD Identification System

ML: Maximum Likelihood

MP: Maximum Parcimony

mPTP: multirate Model the Poisson Tree Processes
MSA: Multiple Sequence Alignements

NCBI: National Centre for Biotechnology Information

NIG/CIB: National Institute of Genetics, Center for Information Biology

NIH: National Institutes of Health

Nj: Neighbor-joining

NLM: National Library of Medicine

OTUs: Operational Taxonomic Units

Pb: paire de base

PTP: Poisson Tree Processes

TCS: Statistical Parsimony Analysis

UPGMA: Unweighted Pair Groupe Method with Arithmetic Mean



Introduction



Introduction

Les scorpions comprennent plus de 2700 especes en 2022 dont une cinquantaine sont
considérées comme d'importance médicale (Rein, 2022). Chaque année, environ 1.5 million
de personnes sont piquées par des scorpions (Feola et al., 2020), et gravement touchées par
leur venin, et entrainent 3 250 déceés (0.27% des envenimations) (Marie-France et al., 1999;
Maria et al., 2016; Vaucel, 2020 ). Les espéces de cette animale sont terrestres et elles
peuvent étre retrouvées dans tout le monde sauf les zones polaires (Polis, 1990; Fet, 2010).
La plus part des espéces de scorpions se vivre dans I'hémisphére sud, et on les trouve surtout
dans les regions chaudes notamment dans les déserts (Ismail et al., 2004). Les scorpions
possedent une grande potentialité d'adaptation qui leur a permis de se placer sur tous les
étages bioclimatiques et dans tous les biotopes (Vachon, 1952; Saddine, 2018).

Les difficultés d'identification des espéces a partir de techniques morphologiques
(Maria et al., 2016) , ainsi que le faible nombre d'études, sont deux des raisons de l'incertitude
sur le nombre d'espéces de scorpions existant dans le monde. L'utilisation de marqueurs
moléculaires en plus des méthodes morphologiques pourrait étre utile pour une évaluation
plus précise de la diversité des espéces dans le monde. Un exemple ou une identification
erronée potentielle des espéces de scorpions pourrait étre importante, concerne les especes du
genre Scorpio. Les scorpions du genre Scorpio, dans la famille Scorpionidae, comprennent 17
especes et 5 sous especes a la fois des animaux de couleur brun foncé avec des pattes plus
claires ainsi qu'une couleur complétement jaunatre a jaune rougeatre (Rein, 2022). Le genre
est limité a I'Afrique et a I'Asie occidentale, a I'est de I'lran. Il vit en Afrique du Nord au nord
du Sahara, de la cote atlantique & I'Egypte, sur la péninsule arabique et au levant, au nord au
sud de la Turquie (Fet , 2000).

Depuis que Hebert et al. (2003) ont introduit I'approche moléculaire du DNA barcoding,
basée sur un fragment du gene mitochondrial cytochrome ¢ oxydase subunit 1 (COl), elle
constitue un outil moléculaire puissant pour l'identification des espéces et I'évaluation de la
biodiversité (Hebert et al., 2003a). Cependant, pour clarifier la diversité cryptique ou le
polymorphisme des espéces, il peut étre nécessaire d’appliquer des méthodes moléculaires
modernes pour des approches analytiques plus sophistiquées (Jin et al., 2018). Ces dernieres
années, les analyses phylogénétiques moléculaires et les approches de délimitation des
especes sont considérées comme des outils fondamentaux pour comprendre les modéles de
diversité des espéces (Zhang et al., 2013 ; Gonzalez-Serna et al., 2018). Par conséquent,
plusieurs algorithmes et méthodes ont été proposés pour les méthodes de délimitation des

especes moléculaires.


https://www.aquaportail.com/taxonomie-famille-443-scorpionidae.html

Introduction

Cette étude a eu pour objectif d’étudier les techniques fournie par la biologie
moléculaire pour déterminer le réle de la code barre moléculaire et mettre en valeur la
bioinformatique dans ce domaine sur la richesse spécifique de genre Scorpio. D’autre part de
rechercher les possibilités de décrire des hypothéses pour I’identification moléculaire de
séquences disponibles dans les bases de données du genre Scorpio par les méthodes de

délimitations.

Le manuscrit est diviser en deux parties, il s’agit d’une étude théorique résulte dune
recherche bibliographique en relation avec notre thématique recherchée et une partie

expérimentale résulte d’une analyse des travaux en relation avec ce travail.

e L’étude bibliographique de ce manuscrit (la premiére partie) comprend deux

chapitres complémentaires :

Chapitre 1 : est consacrée a une étude bibliographique dans laquelle nous avons

résumé des genéralités et quelques informations sur les scorpions et le genre Scorpio étudiées.

Chapitre 2 : est centré sur le Barcode moléculaire (code-barres d’ADN) et leurs

avantages dans le domaine taxonomique et ses applications.

e Ensuite la deuxiéme partie qui concerne étude expérimentale comprend deux

chapitres :

Chapitre 3 : Matériel et méthodes décrire les analyses phylogénétiques des séquences
nucléotidiques par des methodes explicatives de la bioinformatique pour obtenir I’arbre

phylogénétique.

Chapitre 4 : Les résultats obtenus a partir des analyses phylogénétiques sous forme
d’arbre phylogénétique et une discutions sur les groupes obtenus apres la délimitation des

especes étudiées.
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Chapitre 1 Généralité sur les scorpions et le genre Scorpio

1.1. Généralité sur les scorpions
1.1.1. Historique

Les scorpions sont les plus anciens arthropodes chélicérates connus. lls sont apparus
dans les milieux aquatiques siluriens, dont les premiers sont des fossiles aquatiques ou du
moins amphibies datant de 425 a 450 millions d'années Ils sont largement distribués, parce
qu'il est animaux lents avec des mouvements limités et tres dépendants du biotope (Vachon,
1952; Polis, 1990; Fet, 2010; Sadine et al., 2020).

1.1.2. Description des scorpions

1.1.2.1. Définition
Les scorpions sont des arachnides présents dans toutes les régions chaudes ou tempérées

du monde (Delbarre et Haro, 2014). Ce sont des invertébrés nocturnes venimeux renvoyés
d'un exosquelette chitineux articulé qui les protége et les rend résistants aux conditions

écosystémiques les plus extrémes (Vachon, 1952).

1.1.2.2. Reproduction

Apres une parade nuptiale comparable a une « danse », le male entraine la femelle vers
un lieu propice au dép6t de son spermatophore (« capsule » qui contient les gamétes males).
Une fois la femelle fécondée, il peut lui arriver de dévorer le male, c’est pourquoi la fuite de
ce dernier est prompte. Les scorpions sont ovovivipares et peuvent donner naissance a
dizaines de jeunes (appelés « pullus »), qui montent rapidement sur le dos de la mere une fois

qu'ils sont nés (Lourenco, 2000 ; Rouschmeyer, 2015; Lourenco, 2018).

1.1.2.3. Régime alimentaire
Les scorpions consomment essentiellement divers arthropodes (araignées, insectes,
crustacés ...) qu’ils chassent en visitant leur territoire ou « a l’affit » (Polis, 1990;

Rouschmeyer, 2015).

1.1.2.4. Venins des scorpions

Toutes les espéces de Scorpions sont venimeuses (Goyffon, 2002). Le venin de scorpion
est un mélange complexe de toxines qui varie selon les taxons et parfois selon les individus
d'une méme espéce (Marie-France et al., 1999). Certaines especes sont nocifs pour I'homme a
cause de leur piqire mortelle. En raison de leur venin mortel, ils ont toujours été sous
I'attention et la haine dans le monde entier (Rouhullah et al., 2016). Toutes les especes de
Scorpions sont toxiques bien que tous ne soient pas mortels pour I'homme (Tikader et
Bastawade, 1983).
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La recherche sur le venin de scorpion est abondante et prometteuse, tant le venin

contient diverses substances pouvant étre utilisees sur un plan pharmacologique (Fet, 2010).

1.1.2.5. Habitat

En général, lls vivent en groupe (Vachon, 1952), Ils cherchent les coins obscurs ou ils
creusent des terriers (Ismail, 2003 ; Sadine et al., 2014). lls existent dans une variété
d'habitats : pierres, rochers, écorces et sous les vieux batiments. Ils cherchent des coins
sombres ou ils creusent des terriers (Guo et al., 2013).

1.1.3. Classification

Les scorpions sont des animaux appartenant a la branche des arthropodes, sous-
embranchement des chélicérates, classe des Arachnides. Ils sont une ancienne lignée
d'arthropodes terrestres et I'un des ordres les plus cosmopolites de la classe des Arachnides
apres les araignées (Goyffon, 2002 ; Coelho, 2013).

L’ordre des scorpions se nommés aussi Scorpione. Il y a quelques anneées, il était
appelé Scopionida. La classification d’aprées le Catalog of scorpions of the world (Fet et al.,
2000) et reprise par Prendini et Wheeler (2005) I’ordre des scorpiones contient 19 familles, et

selon Soleglad et Fet (2005) I’ordre des scorpiones compose par 15 familles (Fet, 2010).

Aujourd’hui, Il existe 2704 especes de scorpions dans le monde ont été décrites par les
zoologistes en 2022 (Rein, 2022). Et plusieurs especes sont encore décrites chaque année, car
bien de nombreuses espéces sont rarement en contact avec I'nomme, soit par leur mode de vie
discret, soit par leur faible densité humaine (Goyffon, 2002; Fet, 2010).

1.1.4. Morphologie

La littérature sur I’anatomie et la morphologie du scorpion a commencé sérieusement au
début des années 1800 (John, 1990). Ces arachnides, de taille variable entre 3 a 20 cm et de
poids variant entre 3 et 60 grammes, avec un corps divisé en trois parties : Prosoma ou
céphalothorax, Mesosoma ou pré-abdomen, Metasoma ou post abdomen ou queue (Abassi et
al., 2018). Les scientifiques décrivent généralement les couleurs des scorpions en termes de
brun, jaune, orange, rouge et des variantes telles que le brun orangé, le jaune vif et le rouge
foncé (Bannister et al., 1977).
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Figure 1 : Anatomie d’un scorpion (Abbassi et al., 2018)

1.1.5. Distribution mondiale

Les scorpions figurent parmi les animaux qui ont une large répartition a travers le

monde, notamment dans les deserts et les zones arides (Polis, 1990 ; Sadine, 2018).

Dans le monde, les scorpions sont absents des zones les plus froides, c¢’est-a-dire
grossierement le tiers nord du globe (Tikader et Bastawade, 1983). lls sont partout en Afrique,
en Australie, en Amérique du sud et centrale, et atteignent leur limite septentrionale dans le

sud du Canada, de la France ou du Kazakhstan par exemple (Rouschmeyer, 2015).

1.2. Généralité sur le genre Scorpio
Le genre Scorpio a été créé par Linnaeus en 1758 (en partie), et a Scorpio maurus

Linnaeus, 1758 comme espece type, définie par désignation postérieure (Fet, 2000).

Birula (1910) a d'abord passé en revue toutes les populations de S. maurus en Afrique
du Nord et au Moyen-Orient. « Ses recherches ont indiqué que toutes les formes de S.maurus
sont des sous-espéces, mais toutes les formes ont été classées en deux groupes comme « sectio
maurus » [(S. m. maurus L. (= S. maurus L.), S. m. tunetanus Birula,1910 (= S. punicus Fet,
2000), S. m. palmatus (Ehrenberg, 1828), S. m. fuscus (Ehrenberg, 1829), S. m. subtypicus
Birula, 1910 (= S. birulai Fet, 1997), S. m. magadorensis Birula, 1910 (= S. magadorensis
Birula, 1910), S. m. hesperus Birula, 1910 (= S. hesperus Birula, 1910)] et « sectio
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propinquus » [S. M.arabicus (Pocock, 1900), S. m. propinquus (Simon, 1872), S. m. Kruglovi
Birula, 1910, S. m. towsendi (Pocock, 1900)] » (Halil et al., 2017).

1.2.1. Position systématique du genre Scorpio dans le monde de scorpion

Le genre Scorpio a partaient de la famille des Scorpionidae qui décrit par Latreille en
1802 (Lourengo, 2009). Cette famille se compose de 18 genres et 185 espéces (seuls les
taxons existants sont comptés) (Rein, 2022).

e Reégne : Animalia

Embranchement : Arthropoda

e Sous-embranchement : Chelicerata
e Classe : Arachnida

e Ordre : Scopionida

e Famille : Scorpionidae

e Genre : Scorpio

1.2.2. Liste des especes de Scorpio

Ce genre contient 17 espéces jusqu'a présentes qui sont: Scorpio birulai, Scorpio
ennedi, Scorpio fuliginosus, Scorpio fuscus, Scorpio hesperus, Scorpio kruglovi, Scorpio
mogadorensis, Scorpio niger, Scorpio occidentalis, Scorpio palmatus, Scorpio propinquus,
Scorpio punicus, Scorpio savanicola, Scorpio sudanensis, Scorpio tassili, Scorpio weidholzi
et en fin Scorpio maurus. La liste en détails avec les sources et leurs d’origine géographique
est présentée dans (Annexe 1), L’espéce de Scorpio maurus porte 5 sous espéces qui sont :
S. maurus maurus, S. maurus arabicus, S. maurus behringsi, S. maurus stemmleri, S. maurus
towsendi (Rein, 2022).
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2.1. Introduction

C’était en 25 avril 1953 que la biologie a connu un grand élan gréce a la découverte de
deux jeunes scientifiques James Watson et Francis Crick la double structure hélicoidale de la
molécule d’ADN qui a un intérét biologique considérable et ce fut la naissance de la biologie
moléculaire (Watson et Crick, 1953; Halloran, 1984 ). C’est le résultat d’une recherche de
plus d’un siecle a la définition de la structure du matériel génétique dans les étres vivants
apres les lois de Gregor Mendel et la découverte de la nature chimique de I’ADN par Jhoann
Friedrich Miesher (Lunardi, 2003). Cette découverte est la premiere pierre de cette nouvelle
science. D'autres on dit qu'une nouvelle ére est née, I'ére de la biologie moléculaire (Halloran,
1984).

La découverte de la structure de I’ADN a donné un coup de pouce aux scientifiques
pour comprendre d’autres domaines notamment les mécanismes de la réplication et

I’expression des informations génétiques (Lunardi, 2003).

La biologie moléculaire comprend d’autres outils enzymatiques qui permettent de
manipuler, lier, couper, synthétiser et encore lire I’ADN. L'expérimentation in vivo a donné
naissance a des voies de recherches et des techniques trés avancées dans le cadre de la

thérapie génique et de la cartographie génomique (Laudenbach et al., 1999).

2.2. Le probléme de la classification des étres vivants
L'une des méthodes la plus importante et la plus complexe pour les biologistes et les

taxonomistes est la classification des étres-vivants (Ankita et al., 2016).

Récemment, Diethard et al. (2003) ont plaidé en faveur d'un systéme taxonomique basé
sur I'ADN. L'analyse des séquences d'ADN est utilisée depuis 30 ans pour faciliter
I'identification des espéces. Différentes séquences ont été utilisées pour différents groupes

taxonomiques et dans différents laboratoires (Robert et al., 2005).

2.3. Apparition du terme de DNA Barcoding
De ce point de vue et selon une approche scientifique, Paul Hébert en 2003 a orienté

cette idée en proposant une technique fiable, rentable et accessible au probleme actuel de la

diversité des espéces appelée DNA-Barcoding (Hebert et al., 2003a).

La technique de DNA-Barcoding tombe a pic car la discrimination du régne animale qui
constitue environ 10 & 15 millions d'especes n’est pas une tache facile (Hammond, 1992;
Hawksworth et Kalin-Arroyo, 1995 ; Hebert et al., 2003a), en plus cette technigue a trouvé la

solution aux erreurs courantes de diagnostic morphologique qui ne sont souvent efficaces que
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pour un stade de vie ou pour un sexe particulier. Les systemes d'identification
microgénomique permettent la discrimination a travers l'analyse d'un petit segment d’ADN
qui représente une approche extrémement prometteuse au diagnostic de la diversité biologique
(Hebert et al., 2003a; Raupach et al., 2010).

2.4. L’intérét du DNA Barcoding dans la taxonomie animale

DNA-Barcoding est maintenant un outil taxonomique accepté pour déterminer a quelle
espéce appartient un organisme. Les codes-barres ADN sont maintenant utilisés et promus
pour une variété d'applications biologiques, notamment ; l'identification d'especes cryptiques,
la découverte d'especes et la révision taxonomique (Smith et al., 2006 ; Bickford et al., 2007
; Burns et al., 2008 ; Craig et al., 2011).

2.5. Barcode moléculaire
2.5.1. Définition

DNA Barcoding est une methode congue pour rendre I’identification d'espéces plus
facile, précise et automatisable en utilisant des marqueurs génétiques courtes et standardisées
d’ADN mitochondriale comme étiquettes d'especes. En conséquence, elle rendra le rythme de
la découverte d'especes par les taxonomistes plus rapide. Elle offre aussi aux taxonomistes
l'occasion d'élargir considérablement, et éventuellement de compléter, une banque mondiale

de la diversité de la vie (Hebert et Gregory, 2005).

Les premiers tests de codes-barres genétiques utilisant des marqueurs mitochondriaux

sur des animaux ont rapporté une précision de pres de 100 % (Meyer et Paulay, 2005).

2.5.2. Principe

Hébert et al (2003) ont proposé qu'une seule séquence de géne sera suffisante pour
différencier toutes les especes animales, ou du moins la grande majorité d'entre eux, et ils ont
aussi conseillé l'utilisation du gene de la sous-unité | du cytochrome ¢ oxydase (COI) de
I'’ADN mitochondrial comme systéme global de bio-identification pour les animaux (Ward et
al., 2005; Taylor et Harris, 2012).

Un fragment de 650 paires de bases de I'extrémité 5' du gene mitochondrial code pour la
premiére sous unité de la cytochrome ¢ oxydase (COIl) a été proposé comme norme mondiale,
le soi-disant « code-barres région » pour les animaux (Hebert et al., 2003a ; Hebert et al.,
2003b; Raupach et al., 2010).
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Espéces ADN Code-barres région
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Figure 2 : Schéma présentatif sur le principe du code-barres ADN

2.5.3. Avantage du géne mitochondrial

Il est clair que le genome mitochondrial des animaux est une meilleure cible d'analyse
que le génome nucléaire en raison de ses plusieurs caractéristiques qui le rend intéressant pour
la taxonomie moléculaire, a savoir les taux de substitution généralement élevés les indels
(insertions et delitions) sont rares, I'héredite exclusivement maternelle et son manque
d'introns, de son exposition limitée aux recombinaison (Saccone et al., 1999 ; Hebert et al.,
2003a ; Ballard et William 2004 ; Raupach et al., 2010) . Ce géne est considére comme
approprié car la diversité des séquences nucléotidiques d'une méme région génique permettait
régulierement la discrimination d'especes étroitement proche (Hebert et al., 2003b). En outre,
la raison de I'hérédité uni-parentale et de I'haploidie, I'ADN mitochondrial a une taille de
population efficace quatre fois plus petite par rapport a I'ADN nucléaire, conduisant a une

lignée plus rapide (Birky et al., 1983; Raupach et al., 2010).

En plus parmi ses avantages importants, les amorces universelles pour ce géne sont trés
robustes, permettant la récupération de son extrémité 5' a partir de représentants de la plupart,
ou la totalité des phylums animaux (Folmer et al., 1994 in Hebert et al., 2003a). Encor, le COI
semble posséder une plus grande gamme de signaux phylogénétiques que tout autre gene
mitochondrial. En fait, I'évolution de ce gene est suffisamment rapide pour permettre la
discrimination non seulement d'espéces étroitement apparentées, mais aussi de groupes
phylogéographiques au sein d'une méme espéce (Cox et Hebert 2001 ; Wares et Cunningham
2001 ; Hebert et al., 2003a).De plus, ce géne est disponible en tres grande quantité dans les
tissus et les cellules, ce qui rend son extraction, son analyse, et son séquencage disponible en
laboratoire. 1l est I'un des marqueurs le plus populaire pour la génétique des populations et la
phylo-géographie et l'identification d'organismes (Avise, 2000 ; Derycke et al., 2010 ; Hebert
etal., 2011)
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Cette approche du code-barres a été appliqué avec succes chez divers vertébrés et
taxons d'invertébrés pour la délimitation et I'identification des espéces (Smith et al., 2006 ;
Raupach et al., 2010).

2.5.4. DNA Barcoding et la résolution de la diversité d’espéces

Des travaux récents ont conduit qu'un systeme d'identification basé sur 'ADN et sur le
géne mitochondrial, le cytochrome ¢ oxydase la sous-unité | (COI) peut aider a la résolution
de la diversité d’especes. lls ont établi que la diversité dans les séquences des amino-acides
codées par ce géne mitochondrial est suffisante pour placer de maniere fiable les espéces en
catégories taxonomiques supérieures (d’embranchements aux ordres) (Hebert et al. 2003b).

2.6. Applications de ’ADN Barcoding
Cette technologie a connu de nombreuses utilisations dans différents domaines, dont par

exemple :

2.6.1. Surveillance des ravageurs agricoles

Les codes-barres ADN peuvent aider a identifier les ravageurs a n'importe quel stade de
vie, ce qui facilite leur contrdle, et permet aux agriculteurs d'économiser des milliards de
dollars en dommages causes par ces ravageurs. L'initiative mondiale de codage a barres des
téphritidés contribue a la gestion des mouches des fruits en fournissant des outils pour

identifier et arréter les mouches des fruits a la frontiere (Kaur, 2015).

2.6.2. ldentification des vecteurs de maladies

Le code-barres ADN permet aux non-écologistes d'identifier les espéces de vecteurs
pouvant provoquer des maladies infectieuses graves chez les animaux et les humains, de
comprendre ces maladies et de les guérir. Une initiative mondiale de codage a barres des
moustiques dans la création d'une bibliothéque de codes a barres de référence qui peut aider
les responsables de la santé publique a contrdler ces maladies causant par ces espéces
vectrices plus efficacement et avec trés moins d'insecticides (Bass et al., 2015 ; Allard, 2016 ;
Elsiddig et al., 2022).

2.6.3. Préservation des ressources naturelles

En utilisant le code-barres ADN, les gestionnaires des ressources naturelles peuvent
surveiller le commerce illégal de produits fabriqués a partir de ressources naturelles comme

les feuillus. Fishbol est une bibliothéque de code-barres de référence pour les feuillus pour
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améliorer la gestion et la conservation des ressources naturelles (Fish, 2012 ; Stat et al.,
2017).

2.6.4. Protection des especes menacées

La population de primates est réduite de 90 % en Afrique a cause de la chasse a la
viande de brousse. Le code-barres ADN peut étre utilisé par les forces de l'ordre pour la
viande de brousse sur les marchés locaux qui est obtenue a partir de viande de brousse (Kaur,
2015 ; site web 1).

2.6.5. Surveillance de la qualité de I'eau

L'eau potable est une ressource de processus pour les étres vivants. En étudiant les
organismes vivant dans les lacs, les rivieres et les ruisseaux, leur santé peut étre mesurée ou
déterminée. Le code-barres ADN est utilisé pour créer une bibliotheque de ces espéces qui
peuvent étre difficiles a identifier. Les codes a barres peuvent étre utilisés par les agences
environnementales pour améliorer la détermination de la qualité et pour créer de meilleures
politiques qui peuvent assurer un approvisionnement sir en eau potable (Kaur, 2015 ; site web
2).

2.6.6. Authentification de routine des produits de santé naturels

L'authenticité des produits de santé naturels est une importante question juridigue,
économique, sanitaire et de conservation. Les produits de santé naturels sont souvent

considérés comme sdrs en raison de leur origine naturelle (Kaur, 2015).

2.6.7. Identification des plantes

L’identification des feuilles des plantes méme si les fleurs ou les fruits ne sont pas

disponibles, et I’identification des plantes médicinales (Kaur, 2015).
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Cette section fait 1’objet d’une enquéte scientifique qui consiste a faire collecter,
sélectionner, Vérifier, traiter et analyser une série des séquences nucléotidiques de genre
Scorpio puis synthétisés de facon d’un arbre phylogénétique et objective a partir des données
moléculaire probantes et pertinentes afin d’atteindre nos objectifs soulignés dans

I’introduction

3.1. Matériel
Cette étude a été effectuée sur des outils en bioinformatiques et en biostatistiques soit
sur des plateformes en ligne soit des logiciels téléchargeables.

3.1.1. Appareillage

Les appareils utilisés dans ce travail sont de simples ordinateurs, ses caractéristiques

sont détaillées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1: les caractiristiques des ordinateurs utilisées

Les caractéristiques Ordinateur 1 Ordinateur 2
Nom de ’ordinateur DELTA-PC DELTA-PC
Fabricant de systéme LENOVO Acer
Intel ® Celeron ® CPU N3060 @ | Intel ® Celeron ® 2957U @ 1.4GHz
Processeur 1.60GHz (2CPUs) (2CPUs)
Mémoire installee 4096MB RAM 4096MB RAM
RAM
. Windows 7 édition intégrale 64
Systeme _ Windows 7 édition intégrale 64 bits
d'exploitation bits
Type de systéme Systéeme d’exploitation 64 bits Systéeme d’exploitation 64 bits
Version du systéme (6.1, version 7601) (6.1, version 7601)

3.1.2. Origine des séquences

Toutes les espéces de genre Scorpio retenues dans cette étude ont été sélectionnées sur
la base de disponibilités de leurs séquences nucléotidiques soumises dans BOLDsystems, et
vérifiées dans la banque des données nucléotidiques GenBank et BLAST hébergé sur le

portail du National Center Biotechnology Information NCBI.
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L'étude a été menée sur des séquences ADN de 6 especes de genre Scorpio a partir d’un
marqueur unique, nommé Barcode, constitué d’une séquence d’environ 650 pb correspondant

a I’extrémité 5° du gene du cytochrome ¢ oxydase 1 du génome mitochondrial.

3.2. Méthodes
Cette partie décrit les méthodes utilisées afin d’aboutir & 1’objectif de 1’approche.

3.2.1. Ouitil de la bioinformatique

Le code-barres ADN est un systeme d'identification moléculaire récent et largement
utilisé qui vise a identifier des spécimens biologiques et a les attribuer a une espéce donnée.
Cependant, le code-barres ADN est encore plus que cela, ainsi que de nombreuses utilisations
pratiques, il peut étre considéré comme le noyau d'un systeme taxonomique intégré, ou la

bioinformatique joue un r6le primordial (Casiraghi et al., 2010).

Dans ce contexte, nous pouvons dire que DNA barcoding est un outil moléculaire et
bioinformatique qui vise a identifier les espéces biologiques (Hebert et al., 2003a). L'idee de
base est assez simple : grace a l'analyse de la variabilité d'un ou plusieurs marqueurs
moléculaires standards, il est possible de discriminer des entités biologiques au rang
taxonomique de l'espéce. Cette méthode repose sur I'hypothése que la variation génétique
entre les especes dépasse celle au sein des especes. Par consequent, I'analyse idéale des codes-
barres ADN refléte les distributions des variabilités intra et inter spécifiques séparées par une
distance appelée « écart de code-barres ADN » (Meyer et Paulay, 2005; Martin et Wiemers,
2007; Casiraghi et al., 2010).

De quoi dépend la précision? Le « gap » du codage a barres. Le probléme critique du
codage a barres est la précision. Dans quelle mesure une seule séquence de gene réussit-elle a
délimiter et a identifier les especes? La précision dépend en particulier de I'étendue et de la
séparation entre la variation intra-spécifique et la divergence inter-spécifique dans le
marqueur sélectionné. Plus il y a de chevauchement entre la variation génétique au sein des
espéces et la divergence separant les especes sceurs, moins le code-barres est efficace (Meyer
et Paulay, 2005).

Nous utilisons ces méthodes pour tester les performances et employons une nouvelle
approche phylogénétique pour calculer la variation intraspécifique et la divergence
interspécifique. Les taux d'erreur sont estimés pour :-1 l'identification des échantillons par

rapport a une phylogénie bien caractérisée et -2 l'aide a la découverte d'espéces pour des
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groupes partiellement connus. Nous constatons que l'erreur globale la plus faible pour
I'identification des espéces est de 4 % (Meyer et Paulay, 2005).

Apres avoir effectué toutes ces analyses, la bibliothéque nous met a disposition un
moyen de créer l'arbre phylogénétique sur la base des analyses précédentes suivant la
méthode du Neighbor-joining. Le principe de cette méthode est de trouver des paires d'unités
taxonomiques opérationnelles (OTU = voisins =Neighbor) qui minimisent la longueur totale
des branches a chaque étape du cluster des OTU en commengant par une étoile arbre. Les
longueurs des branches ainsi que la topologie d'un arbre parcimonieux peuvent étre obtenues

rapidement en utilisant cette méthode (Saitou et Nei, 1987).

Enfin, nous obtenons un phylogramme sous forme de clusters, c’est derniers nous
permettent de connaitre le degré de parenté des organismes c'est-a-dire quand les individus

sont regroupée dans un méme cluster ca signifie qu’ils appartiennent a une méme espece.

3.2.2. Banques de donnees

3.2.2.1. BOLDsystems

Barcode Of Life Data Systems (BOLDsystems) est une plate-forme Web crée en 2005,
développee au Centre for Biodiversity Genomics au Canada, qui fournit un environnement
intégré pour le stockage et l'analyse de données de codes-barres ADN. Elle se compose de
quatre modules principaux : un portail de données, un portail éducatif, un registre de NIB

(especes putatives) et un atelier de collecte et d'analyse de données (Megan et al., 2011).

En assemblant les données moléculaires morphologiques et de distribution, il comble un
fosse traditionnel en bioinformatique. BOLD est disponible gratuitement pour tout chercheur
intéresse par les codes-barres ADN. En fournissant des services spécialises, il facilite
I'assemblage des enregistrements qui répondent aux normes nécessaires pour obtenir la
désignation codes-barres dans les bases de données mondiales de séquences (Sujeevan et
Hebert, 2007).

Au cours des derniéres années, ce portail est devenu un puissant atelier en ligne et un

centre informatique central pour la communauté des codes-barres ADN (Megan et al., 2011).

a. Recherche et la sélection des séquences (données nucléiques)
Le portail de données publiques prend en charge les requétes basées sur la taxonomie
(noms scientifiques uniquement), la géographie, les champs d‘attribution (c'est-a-dire les

collectionneurs et les taxonomistes), les dépositaires de spécimens, les codes de projet ou
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d'ensemble de données, les identifiants de spécimen et de séquence (sampleids, museumids,
traités, etc.). Les recherches en texte libre sont autorisées. Le systeme essaiera d'extraire des
termes significatifs de la recherche. Les termes de recherche doivent étre séparés par un
espace, les termes de recherche contenant plus d'un mot ("Etats-Unis" ou "Mus musculus™)

doivent étre entourés de guillemets.

On a trouvé 184 enregistrements publiés de genre Scorpio, avec 184 enregistrements
avec séquences, formant 31 BIN (clusters), avec des spécimens de 4 pays, déposés dans 1
institut (Figure3).

Parmi ces enregistrements, 184 ont des noms d’espéces représentés en 6 espéces, qui

sont :

« Scorpio fuscus : 68 séquences

o Scorpio palmatus : 58 séquences

e Scorpio maurus : 26 séquences

e Scorpio propinquus : 23 séquences
o Scorpio Kruglovi : 7 séquences

o Scorpio fuliginosus : 2 séquences

SYSTEMS BASES DEDONNEES  IDENTIFICATION  TAXO)

Spécimens:

scorpio DONNEES PUBLIQUES = | @ [0z ayl3 Séquences: [:][:]

Carte: Générer & partir de v

Dossiers 1 100paur Page 1 2suivant Enregistrements par page

, Résumé des résultats
[ GACAC1124.12- Scorpion maure [COI:5P:452]

[ GACO1801-19 - Scorpion maure [COI-5P:671]

formant 31 Bl
axona ropod a - A

avec

Co uie
() GACO1802-19- Scorpion maure [COI3P:772]
Taxonom ropod e

Parmi ces enregistrements, 184 ont des noms d'espéces et représentent
especes

Figure 3 : exemple sur le résultat obtenu dans la plateforme BOLDsystems
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Tous les sequences du géne a fragmenter ont été téléchargées sur la base de données
«BOLDsystems » sous format de fichier FASTA.

» Le format FASTA est utilisé pour stocker des séquences nucléiques ou
protéiques, il est le format le plus utilisé dans le domaine de bioinformatique.

Dans notre travail, nous avons utilisés ce format pour télécharger et stocker les
séquences nucléotidiques de genre Scorpio. Voici un exemple de I'une des séquences FASTA
utilisées (figure 4) :

Entrez les séquences au format fasta dans l'orientation vers l'avant :

TCAGGTGGTTCTGTAGATATGACTATTTTTTCTTTACATTTGGCTGGGGTATCATCAATTTTAGGAGCTATTAATTTTATTACTACTATTGTAAATATGCGTAGAGATGGAATGATTATGGAT
CGAGTTCCTTTATTTGTATGGTCTGTTCTTATTACGGCTGTGTTGTTACTTCTTTCTTTGCCTGTTTTAGCTGGGGCTATTACTATGTTGTTGACTGACCGTAATTTTAATACTTCTTTTTTTG
ATCCTGCTGGTGGAGGGGA

GGAAA CCTTTTGGGACTATTG GATTTATGCTATAGTATCTATTGGGTTTTTGGGATTTGTAGTATGGGCTCATCATATATTTACTGTGGGAATGGATGTGGATACTCG
GGCTTATTTTACGGCAGCTACTATGGTGATTGLGGTGCCAACTGGTATTAGGGTTTTTAGATGAATTGCTACTATATATGGATCCCGAGTTTATTTTTCTCCACCTATGATGTGGGCTGTAG
GATTTATTTTTTTATTTACTGTTGGTGGTTTGACTGGT GTAATGTTGGCTAATTCCTCTTTGGATGTAATTCTTCATGATACTTATTATGTTGTT

CAC A
LALLAAA,

Figure 4 : exemple d’une séquence utilisée sous format FASTA.

b. Outil d’identification sur BOLDsystems

Le systeme d'identification BOLD (IDS) pour COIl accepte les séquences de la région 5
du gene mitochondrial de la sous-unité | du cytochrome ¢ oxydase et renvoie une
identification au niveau de I'espece lorsque cela est possible. Chaque enregistrement de code a
barres COIl avec une identification au niveau de l'espéce et une longueur de séquence
minimale de 500 bp. Cela comprend de nombreuses especes représentées par seulement un ou
deux spécimens ainsi que toutes les especes avec une taxonomie provisoire (Sujeevan et
Hebert, 2007).

Pour utiliser l'outil d'identification afin d'identifier n'importe quel individu, il suffit de

copier et coller sa séquence se format fasta dans un champ prévu a cet effet.

e Cet outil nous retourne ensuite un résultat comportant plusieurs éléments (ci-
dessous) :
A. 1l comprend également un graphique (A) qui montre les 20 premiers individus dont le

pourcentage de similarité avec la séquence soumise est le plus élevé. La valeur de ce
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pourcentage de similarité est présentée dans 1’ordre. Ce graphique nous permet de voir
si la séquence que nous avons soumise est déja représentée dans la bibliotheque de
référence ou non.

B. Un deuxiéme élément (B) indique les noms d'espéces éventuellement associés a
chacun de ces individus de réference et leurs individus de référence ainsi que leur
pourcentage de similarité avec la séquence soumise. Voila, ce qui nous permettra
d'attribuer un nom d'espéce a notre individu. Par exemple, nous pouvons noter ici que
I'espece Scorpio fuscus est un tres bon candidat car elle présente une similarité totale
(100%) entre le géne COI et la séquence que nous avons soumise expliqué dans

(Figure 5).
, (A) Scores de similarité des 100 meilleurs matchs
Résultat de la recherche: oon
Type de demande: COI FULL DATABASE (comprend des enregistrements sans désignation d'espé E:g
;;, 97.0
E
) 84.0
? 93.0
920
1 12 3 34 45 58 7 78 B8 100
(B) Ranked Matches
20 meilleurs matchs Options d'affichage :
Phylum Classe Commande Famille Genre Espéces Sous-espéce Similitude (%) Statut
Arthropades Arachnide Scorpions Scorpionidés Scorpior fuseus 100 Publiégd
&
A } pi corpioi 1 Publiés
i
A } pi orpio Publiés
&
A } P orpio Publiég
ed
A } pi orpio 4 Publied

Figure 5 : exemple sur le résultat d’outil d’identification sur BOLDsystems.
3.2.2.2. GenBank

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) est une base de données publique compléte de

séquences de nucléotides et d'annotations bibliographiques et biologiques. GenBank est
construit et distribué par le National Center for Biotechnology Information (NCBI), une
division de la National Library of Medicine (NLM), située sur le campus des National
Institutes of Health (NIH) des Etats-Unis & Bethesda, MD, Etats-Unis. Il contient des
séquences de nucléotides accessibles au public pour prés de 260 000 especes formellement
décrites (Dennis et al., 2017).

a. ldentification et veérification des séquences sélectionnées sur GenBank
Afin de confirmer I’identification des toutes les séquences de genre étudiées, il faut
vérifier I'origine géographique des espéces de Scorpio étudiées et leurs numéros d’acces

GenBank de leurs séquences IDS.
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Toutes les séquences nucléotidiques utilisées dans notre étude et leur localité ont été
vérifiées dans le site web GenBank, Les Vérification sont réalisées par copie et on colle le
numéro d’accés GenBank dans un champ prévu a cet effet. Il est expliqué dans la figure
suivante (figure 6) :

BE Un site officiel du gouvernement des Etats-Unis Voici comment vous savez v

National Library of Medicine ' Connexion

National Center for Biotechnology Information

Nucléotide

Nucléotide  +|[KT138253

Avancé Aider

Nucléotide

La base de données Nucleotide est une collection de séquences provenant de plusieurs sources, notamment
GenBank, RefSeq, TPA et PDB. Les données sur les séquences de génomes, de génes et de franscrits constituent la
base de la recherche et de la découverte biomédicales.

Utilisation de nucléotides Outils de nucléotides Autres ressources
Guide de démarrage rapide Soumettre 3 GenBank Accueil GenBank

FAQ Lien sartant Accueil RefSeq

Aider E-Utilitaires Géne Accueil

GenBank FTP EXPLOSION Accueil SRA

RefSeq FTP Lot Entraz INSDC

Figure 6 : exemple sur I’identification et la vérification des séquences sur GenBank.

Apreés I’identification et la vérification des séquences utilisées sur GenBank, nous avons
tablé I’origine de pays (le nom de pays) de chaque séquence sur le format Fasta téléchargees.

Pour faciliter la lecture des régions géographiques dans I’arbre phylogénétique a la fin.

b. Outil d’identification sur BLAST

L'outil de recherche dalignement local de base (BLAST) est un programme de
recherche de similarité de séquence. Le Center for Biotechnology Information (NCBI) gere un
serveur BLAST avec une page d'accueil a l'adresse
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.Génes

Le programme compare les séquences de nucléotides ou de protéines aux séquences de
la base de données et calcule la signification statistique des correspondances. BLAST trouve
des zones de similitude locale entre les séquences biologiques et peut étre utilisé pour déduire
des relations fonctionnelles et évolutives entre des séquences ainsi que pour aider a identifier

les membres de familles de génes (Jian et al., 2006).

c. Options du BLAST
BLAST est divisé a 4 colonnes principales qui sont présentées dans la figure suivante

(figure 7):
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Explosion Web

Génomes BLAST

Humain Souris Rat Microbes

Figure 7 : Les 4 différents colonnes de comparaison dans la plateforme BLAST

(A). Compare une séquence nucléique a une banque nucléique (Blastn): utile pour
étudier une séquence qui ne code pas une protéine, ou localiser un ARNm sur un génome.

e (C’est I’outil qui nous avons choisie pour la comparaison du toutes les séquences

nucléiques collectées dans cette étude.

(B). Compare une séquence nucléique traduite dans les 6 phases de lecture a une banque
protéique: utile pour savoir si une séquence nucléique code une protéine et éventuellement

localiser la partie codante.

(C). Compare une séquence protéique a une banque protéique (Blastp): recherche les

homologues d’une protéine.

(D). Compare une séquence protéique a une banque nucléique traduite dans les 6 phases

de lecture: utile pour identifier le géne et/ou I’ARNm qui code une protéine (Marzouk, 2018).

3.2.3. Exploitation des données

3.2.3.1. Alignement

L'alignement de séquences est une maniére de dessiner deux ou plusieurs séquences
(d'ADN, d'’ARN ou de protéines) l'une en dessous de l'autre, afin de mettre en évidence les
régions similaires. L'objectif principal de l'alignement est darranger les composés
(nucléotides ou acides aminés) pour identifier les zones de concordance. Ces alignements sont

réalisés par des programmes informatiques avec différentes méthodes dont l'objectif est de
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maximiser le nombre de coincidences entre les nucléotides ou les acides aminés des

différentes séquences (Vincent et al., 2005).

a. Principe

L’alignement des séquences (nucléotide ou protéine) d’ADN consiste a comparer une
séquence d'ADN prélevée sur un individu a une ou plusieurs séquences identifiées, stockées
dans une base de données dont les propriétés sont déja connues (Vincent et al., 2005 ;
Jammali et al., 2022)

b. Alignement multiple

Un MSA (Multiple Sequence Alignements) se construit grace a un algorithme qui a
pour but de maximiser le nombre de coincidences entre nucléotides ou acides aminés des
différentes séquences. Une matrice de distances entre les paires de sequences est ainsi
obtenue. Celle-ci est alors utilisee pour calculer le score minimum ou idéal de chaque
séquence présente dans le fichier d'entrée, qui est en général un fichier au format fasta, avec
chacune des autres séquences présentes. L’idée est d’obtenir, en fichier de résultat, toutes nos

séquences alignees entre elles de la meilleure facon possible (Pevzner, 2006).

Une représentation d’un ensemble de séquences, dans lesquelles les résidus équivalents

(d’un point de vue fonctionnel ou structural) sont alignés en colonnes (Jammali et al., 2022).

L’alignement multiple peut étre réalise grace a plusieurs programmes de la
bioinformatique comme : BioEdit, Multalin, Geneious, Emboss, ClustalW, ClustalQ, Phylip,
Méga,...etc.

Dans notre étude, on a utilisé la version 11 du logiciel Méga X téléchargeable a

I’adresse www.mega.software.net/mega3/ (Kumar et al., 2018), est qui revient au programme

de création d'alignements multiples de séquences MUSCLE.

Le programme MEGA X version 11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) a été
utilisé pour I’alignement multiple des séquences nucléotidiques entre les différents taxons.
C’est un logiciel libre de droit et téléchargeable a partir de plusieurs source d’internet
disponible sur déférent moteur de recherche (Google, Yahoo...). Il propose deux algorithmes
différents : ClustalW et MUSCLE (Hall , 2013).
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c. Raffinement
Cette étape est facultative. Elle élimine les positions mal alignées et les régions
divergentes (supprime le bruit d'alignement).

Apres avoir terminé l'alignement multiple, nous passons a l'étape suivante qui est le
raffinement "ou nettoyage des séquences™ soit manuellement en utilisant le logiciel BIOEdit,
soit automatiquement en ligne en utilisant l'une des méthodes disponibles sur

NGphylogeny.fr.

NGphylogeny.fr Service web gratuit et simple d'utilisation dédié a la reconstruction et a
I'analyse des relations phylogénétiques entre séquences moléculaires (figure 8).

Phylogeny.fr, créé en 2008, a été concu pour faciliter I'exécution de flux de travail
phylogénétiques, aujourd'hui, il est largement utilisé. Il integre de nombreux outils dans leur
derniére version (e.g. TNT, FastME, MrBayes, etc.) ainsi que de nouveaux outils congus au
cours des dix derniéres années (e.g. PhyML, SMS, FastTree, trimAl, BOOSTER, etc.). Ces
outils couvrent un large éventail d'utilisations (recherche de séquences, alignement de
séquences multiples, sélection de modéles, inférence d'arbres et dessin d'arbres) et un large
panel de méthodes standard (distance, parcimonie, maximum de vraisemblance et bayésien).
Ils sont integrés dans des flux de travail, qui ont déja été configurés (‘One click’), peuvent étre
personnalisés (‘Advanced’), ou sont construits a partir de zéro (‘A la carte’). NGPhylogeny.fr

est accessible gratuitement sur l'adresse https://ngphylogeny.fr (Frédéric et al., 2019).
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NG Phylogeny fr
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Figure 8 : Service web NGphylogeny.fr

Dans notre travail nous avons utilisé la méthode Gbloks via le site web
NGphylogeny.fr, c’est une méthode tres facile et plus utilisée dans I’alignement des

séquences nucléotidiques.

Gblocks est un programme informatique qui élimine les positions mal alignées et les
régions divergentes d'un alignement de séquences d'ADN ou de protéines. Ces positions
peuvent ne pas étre homologues ou avoir été saturées par de multiples substitutions et il
convient de les éliminer avant l'analyse phylogénétique. Il sélectionne les blocs de la méme
maniére que cela se fait habituellement a la main, mais en suivant un ensemble reproductible
de conditions. 1l est tres rapide dans le traitement des alignements et convient donc
parfaitement aux analyses phylogénétiques a grande échelle (Van der et al., 2021 ;
Castresana, 2022).
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Figure 9 : Outil Gbloks sur Service web NGphylogeny.fr

3.2.3.2. Construction de I’arbre phylogénique

Aprés avoir discuté de l'alignement multiple (MSA) et de la correction de toutes les
séquences étudiées, nous sommes passés a l'étape suivante : la construction d'un arbre
phylogénétique. Les objectifs des arbres sont de visualiser les relations de parenté, et son un
moyen de mettre en évidence I'évolution d'une ou plusieurs espéces. En effet, plusieurs

méthodes de génération d'arbres utilisant différents algorithmes :

e la méthode UPGMA (Unweighted Pair Groupe Method with Arithmetic
Mean)

e la méthode du Neighbour Joining (Neighbor Joining- NJ)
e la méthode du maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood- ML)
e la méthode du maximum de parcimonie (Maximum Parcimony)

D'autres méthodes apparaissent régulierement comme celles basées sur de
I'apprentissage artificiel ou encore de l'inférence bayésienne comme dans le logiciel MrBayes

qui est trés utilise. Néanmoins, les méthodes principalement utilisées restent la NJ et la ML.
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Et c’est la méthode du maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood- ML) qu’on a
utilisée dans notre travail. Il s'agit d'une méthode probabiliste qui nécessite un modéle
d’évolution. Le choix de ce modéle est crucial pour la qualité de ’arbre obtenu. On dit qu'il
convient de l'utiliser a partir du moment ou le nombre de caractéres analysés est supérieur a la
moitié du nombre de séquences analysées, sinon la reconstruction est considérée comme
incorrecte. Elle est souvent décrite comme étant la meilleure méthode, c'est-a-dire la plus
efficace pour trouver l'arbre le plus proche de la réalité. Son désavantage se situe au niveau
des temps de calculs qui sont extrémement longs (il m'est arrivé d'avoir des travaux tournant
sur le cluster pendant plusieurs semaines pour des fichiers contenant plusieurs centaines de

séquences) (Meyer, 1991 ; Gould et Pollock, 1997) https://bioinfo-fr.net/alignements-

multiples-quels-logiciels-choisir?hilite=alignement.

L'analyse ML a éte réalisee a l'aide du modéle Kimura-2 paramétres (K2P) avec l'option
de suppression par paires. La prise en charge du bootstrap a été déduite a l'aide de l'algorithme
de bootstrap rapide, basé sur 5 000 répliques. Les arbres phylogénétiques ont été visualisés a
l'aide de et iTOL ver. 5 (Letunic et Bork, 2021).

3.2.3.3. Délimitation des especes

La delimitation des especes est le processus qui consiste a déterminer quels groupes
d'organismes individuels constituent des populations differentes d'une méme espéce et
lesquels constituent des espéces differentes. Les données génomiques peuvent jouer un role
important dans la délimitation des espéces dans le cadre de nombreux concepts d'espéces
existants. La délimitation des espéces moléculaires a été réalisée par plusieurs méthodes
différentes (BINs : Barcode Index Number ; ABGD : Automatic Barcode Gap Discovery ;
ASAP : Assemble Species by Automatic Partitioning ; mPTP : Multi-rate Poisson Tree
Processes ; ....). Toutes ces méthodes ont regroupé les séquences COI en unités taxonomiques
opérationnelles (Operational Taxonomic Units : OTUs) en fonction de la similarité des

séquences (Yang et Ziheng, 2020).
Les différentes méthodes de délimitation des espéces :

v" BINs : Un outil d'attribution BIN (Barcode Index Number) sur le serveur BOLD en
utilisant l'algorithme raffiné de liaison unique (RESL) (Ratnasingham et Hebert,

2013 ) http://www.boldsystems.org/index.php/Public_BarcodelndexNumber_Home.

v" Deux méthodes basées sur la distance :

e ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery ; Puillandre et al., 2012).
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e ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning ; Puillandre et al., 2021).
v Trois méthodes basées sur un arbre phylogénétique :

e GMYC (modele Generalized Mixed Yule Coalescent; Pons et al., 2006 ;
Fujisawa et Barraclough, 2013).

e DbPTP (le modele Bayesian Poisson Tree Processes ; Zhang et al., 2013).
e mPTP (le modele multi-rate Poisson Tree Processes ; Kapli et al., 2017).

Parmi les multiples méthodes de délimitation des especes, la plus populaire est le
modéle GMYC (Pons et al., 2006 ; Fujisawa et Barraclough 2013).

Le modele bPTP peut étre effectués en ligne via le serveur : (http://species.h-its.org/)

De nombreux tests montrent que bPTP surpasse GMYC sur les données de simulation,
et les résultats PTP sont comparables a GMYC sur des ensembles de données reels.

https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/PTP/index.html

Dans notre etude, nous avons utilisee trois méthodes : le mPTP, ASAP et BINs proposé

par BOLDsystems comme des méthodes de delimitations des especes.

a. modele multi-rate Poisson Tree Processes (MPTP)

La méthode « Poisson Tree Processes » (PTP) est une approche sensible a la
phylogénie, le PTP multi-débit (mPTP) est une méthode ameliorée qui atténue les lacunes
théoriques et techniques du PTP. Les résultats sur les données empiriques suggéerent que le
MPTP est supérieur au PTP et aux méthodes populaires basées sur la distance, car il produit
systématiquement des délimitations plus précises en ce qui concerne la taxonomie (Kapli et
al., 2017).

b. Barcode Index Numbers (BINs)
Le systeme "Barcode Index Numbers" est un cadre en ligne via BOLDsystems qui

regroupe les séquences de codes a barres de maniére algorithmique, ce systeme peut étre
utilisé pour vérifier les identifications des espéces ainsi que pour documenter la diversité

lorsque les informations taxonomiques font défaut. Ce systéme se compose de trois parties :

1-Un algorithme de regroupement utilisant des méthodes théoriques des graphes pour
générer des unités taxonomiques opérationnelles (OTUS) et des espéces putatives a partir de

données de séquence sans informations taxonomiques préalables.
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2-Un registre organisé de grappes de codes-barres intégré a une base de données en
ligne de spécimens et de données taxonomiques avec prise en charge des annotations

communautaires.

3-Un cadre d'annotation qui permet aux chercheurs d'examiner et de critiquer les
identifications taxonomiques associées a chaque BIN et d'informer les propriétaires de

données des erreurs.

L'algorithme BIN a été testé efficacement sur un large éventail de groupes
taxonomiques et montre un potentiel d'applications dans les études sur I'abondance des
especes et les codes a barres.

https://v3.boldsystems.org/index.php/resources/handbook?chapter=2 databases.html&s

ection=bins

c. Assemble Species by Automatic Partitioning (ASAP)

Assemble Species by Automatic Partitioning c’est une méthode de construire des
partitions d’espéces a partir d’alignements de séquences. ASAP est suffisamment efficace
pour diviser des ensembles de données en tant que grandes séquences de 10% en espéces

putatives en quelques minutes (Nicolas et al., 2020).
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Dans cette section, nous présentons 1’ensemble de nos résultats obtenus, qui sont
également présentés par un arbre phylogénétique delimité par des méthodes de délimitations

des espéces.

4.1. Résultats
Nous avons étudié 106 séquences d'ADN du genre Scorpio téléchargées des bases de
donneées par les méthodes des outils bioinformatiques.

4.1.1. Collection et vérification des séquences

Apres I’identification des toutes les 184 séquences de genre Scorpio sur BOLDsystems
et BLAST, nous avons trouvé qu’il y a des séquences mal identifiées. Par exemple, 1l
convient de noter ici que nous avons trouvé une seéquence enregistrée comme espéce S.
maurus dans la famille des Scorpionidae, alors quaprées la vérification dans 1’outil
d’identification sur BOLDsystems, nous avons confirmé qu'il s’agit d’une espéece tres loin qui
est (Buthus occitanus a 90.27%) appartient a la famille Buthidae» I’exemple sous-dessous
(figure 10).

Requéte : GACO1802-19
Top Résultat : Aucune co

orpic maurus | COI-3P|LC318126
spondance

Scores de similarité des 100 meilleurs matchs

510

Résultat de la recherche:

Type de demande: CO| FULL DATABASE (comprend des enregistrements sans désignation d'espéo %00

89.0
IDENTIFICATION BASEE SUR L'ARBORESCENCE

880

Similarity (%)

87.0
86.0

85.0
1 12 23 34 45 56 67 T8 89 100

20 meilleurs matchs

Phylum Classe Commande Famille Genre Espéces Sous-espéce Similitude (%) Statut

Arthropodes Arachnide Scorpions Buthidés

BB & B & ©

Figure 10 : Exemple sur une séquence mal identifiée prouvee par l'application
d'identification de BOLDsystems

Afin de confirmer l'identification des 184 séquences du genre étudié, nous avons
éliminé les 78 séquences suspectes et il ne reste que 106 séquences qui nous semblent bien
identifiées. Ces sequences sont présentées dans le tableau ci-dessous avec leur taxonomie
(Tableau 2) :
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Tableau 2: Le nombre des séquences avant et apres I’identification sur BOLD et

BLAST.
Le nombre des séquences avant Le nombre des séquences apres
Les especes I’identification sur BOLD ET I’identification sur BOLD ET
BLAST BLAST
Scorpio fuscus 68 30
Scorpio palmatus 58 27
Scorpio maurus 26 22
Scorpio propinquus 23 18
Scorpio kruglovi 7 7
Scorpio fuliginosus 2 2
Total 184 106

Nous avons choisie une seule séquence comme out-groupe de genre deferent de la
famille des Buthidae qui est H. saulcyi du genre Hottentotta. Ce genre le plus proche du genre

étudiee Scorpio, pour enraciner nos arbres.

Les 106 sequences du genre Scorpio avec la sequence d’out-groupe et ses origines
géographiques et leurs numéros d’accession GenBank de leurs sequences IDS, sont présentées

sur le tableau suivant (Annexe : Tableau 3).

L'alignement multiple et le raffinement ont montré que les séquences différentes dans
leur structure primaire et dans leurs longueurs. Ces résultats indiquent la présence de gaps

dans les différentes séquences alignees.

4.1.2. Arbre phylogénétique

Nous avons construit un arbre phylogénétique dérive de toutes les données nucléiques
gue nous avons collectées aprés la confirmation sur les outils des identifications BOLD et
BLAST.

Reconstruction phylogénétique, l'arbre phylogénétique Maximum Likelihood (ML) a
été reconstruit par MEGA X version 11(Tamura et Nei, 1993 ; Kumar et al., 2018), et le site
web NGphylogeny.fr (Junier et al., 2010 ; Guindon et al., 2010 ; Lemoine et al., 2018 ;
Lemoine et al., 2019).
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Malgré les deux arbres phylogénétique sont réalisés avec 1’algorithme ML 1’une avec le
logiciel MEGA X version 11(figure 11) et I’autre avec le site NGphylogeny.fr (figure 12) on a
constater que les clades sont presque identiques.

Analyse évolutive par la méthode du maximum de vraisemblance

L'histoire de [I'évolution a été déduite en utilisant la méthode du maximum de
vraisemblance et le modéle Tamura-Nei (Tamura et Nei, 1993). L'arbre présentant la plus
forte vraisemblance (-3809,46) est présenté. Le pourcentage d'arbres dans lesquels les taxons
associés se regroupent est indiqué a coté des branches. Le ou les arbres initiaux pour la
recherche heuristique ont été obtenus automatiquement en appliquant les algorithmes
Neighbor-Joining et BioNJ & une matrice de distances par paires estimées a laide de
I'approche MCL (Maximum Composite Likelihood), puis en sélectionnant la topologie
présentant la valeur de vraisemblance logarithmique supérieure. Cette analyse a porté sur 107
séquences nucleotidiques. Les positions de codons incluses étaient les suivantes
ler+2e+3e+non codant. Il y avait un total de 518 positions dans le jeu de données final. Les

analyses évolutives ont été réalisées dans MEGA X (Kumar et al., 2018).

KT188325.1-S pamatus-12216F-Palestine

KT188323.1-5 pamatus-12216D-Paesiine

KT188320.1-S pamatus-12216A-FPaestine
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KT188321.1-5 pamatus-12216B-Paestine

KT188324 1-S pamatus-12216E-Paestine

’7 KT188328.1-S pamatus-12216l-Paestine
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KT188327.1-5 pamatus-12216H-Palesine

KT188326.1-S pamatus-12216G-Palestne

KT188280.1-S propinguus-12233C-Palestine
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KT138338 1-5 pamatus-12218-Palestine
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o
K
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KT188357.1-S pamatus-12222B-Paestine
43 81 j KT188362.1-5 pamatus-122221-Palestine

22
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KF997872 1-8 maurus-AT307-Turquie
KF997875.1-8 maurus-Tuquie
17
N KF9535944.1-5 maurus-AT2-Turquie
48 KF997873.1-S maurus-Turquie
10
KF997871.1-8 maurus-AT306-Turquie
{ FJ198059.1-3 maurus-Sc46-Maroc
5
100 FJ1988065.1-5 maurus-fuliginosus-Sc56-Maroc

FJ198066.1-S maurus-Sc27-Maroc

‘ MT229841.1-S maurus-pal matus-Irag
— a1
a4
MK814830.1-S maurus-Palestine

FJ198057.1-S maurus-biruai- Sc16-Maroc
L

—

JQ514259 1-8 fuliginosus-voucher-Sc547

FJ108058.1-8 maurus-Sc5-Maroc

FJ198064.1-S maurus-Sc42-Maroc

FJ198060.1-8  maurus-fuliginosus-Sc51-Maroc

FJ198062 1-8S maurus-fuliginosus-Sc75-Maroc

e KT188214.1-S fuliginosus-Palestine

FJ198061.1-5 maurus-fuliginosus-Maroc

KU341988.1-Hottentotta-saulcyi-Iran

Figure 11 : Phylogramme de vraisemblance maximale ML construit par logiciel MEGA X
(Tamura et Nei, 1993 ; Kumar et al., 2018), déduit pour les spécimens du genre Scorpio. Les

nombres sur les branches représentent le support bootstrap. L'arbre est enraciné sur
Hottentotta saulcyi comme out groupe.
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4.1.3. Résultat de la délimitation des especes avec les trois méthodes

De plus, nous avons utilisé trois outils différents de délimitation des especes (BINs
disponible sur BOLDsystems, mPTP, ASAP). Afin d’estimer le nombre de mOTUs et de faire
correspondre les identifications morphologiques des espéces avec les délimitations

génétiques(figure 12).

Les 107 séquences de 6 especes ciblées dans notre travail, la méthode de délimitations
des espéces mPTP montrent que I’arbre se divise en 9 groupes principaux avec le 10°
groupe qui est ’out-Groupe Hottentotta saulcyi. Par contre la méthode de délimitations des
especes proposée par la base de données BOLD montre une répartition des séquences en 30
groupes (BINS) principaux avec 1’out-Groupe, ainsi que la méthode de délimitations des

especes ASAP a regroupées I’arbre en 31 groupes principaux avec I’out-Groupe.

4.1.3.1. Resultat du la méthode de délimitation des especes (ASAP)
Partition 1

Score: 1
Proba: 6.196841e-02
Nombre des Groupes: 31 (29)
e Groupe [1]: nombre des séquences: 3

-id:FJ198066.1 ; S. maurus-Sc27-Maroc ; FJ198059.1-S. maurus -Sc46-Maroc ;
FJ198065.1-S. maurus fuliginosus-Sc56-Maroc.

e Groupe [2] : nombre des séquences: 2
-id:FJ198058.1-S. maurus -Sc5-Maroc ; FJ198057.1-S. maurus -birulai-Sc16-Maroc.
e Groupe [3] : nombre des séquences: 1
-id:FJ198064.1-S. maurus -Sc42-Maroc.
e Groupe [4] : nombre des séquences: 1
-id:FJ198060.1-S. maurus -fuliginosus-Sc51-Maroc.
e Groupe [5] : nombre des séquences: 3

-id:FJ198062.1-S. maurus fuliginosus-Sc75-Maroc ; KT188214.1-S. fuliginosus-

Palestine ; FJ198061.1-S. maurus -fuliginosus-Maroc.

e Groupe [6] : nombre des séquences: 1
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-1d:KF997874.1-S. maurus -Turquie

e Groupe [7] : nombre des séquences: 1
-1d:KF997866.1-S. maurus -Turquie.

e Groupe [8] : nombre des séquences: 1
-1d:KF997875.1-S.maurus-Turquie.

e Groupe [9] : nombre des séquences: 1
-1d:KF997869.1-S. maurus -Turquie

e Groupe [10] : nombre des séquences: 2
-1d:KF997873.1-S. maurus —Turquie ; KF997871.1-S. maurus -AT306-Turquie.

e Groupe [11] : nombre des séquences: 1
-1d:KF997868.1-S. maurus -AT303-Turquie.

e Groupe [12] : nombre des séquences: 3

-id:KT188293.1-S. fuscus -12235A-Palestine ; KT188295.1-S. fuscus -12235C-
Palestine ; KT188294.1-S. fuscus -12235B-Palestine

e Groupe [13] : nombre des séquences: 10

-id:KT188253.1-S. fuscus -12230B-Palestine; KT188217.1-S. fuscus -11146-Palestine;
KT188259.1-S. fuscus -12230J-Palestine; KT188257.1-S. fuscus -12230H-Palestine;
KT188256.1-S. fuscus -12230E-Palestine; KT188255.1-S. fuscus -12230D-Palestine;
KT447035.1-S. fuscus -LP_1556-Palestine; KT188305.1-S. fuscus -1556-Palestine;
KT188228.1-S. fuscus -12227A-Palestine; KT188248.1-S. fuscus -12229C-Palestine

e Groupe [14] : nombre des séquences: 9

-id:KT188320.1-S. plamatus -12216A-Palestine ; KT188325.1-S. plamatus -12216F-
Palestine ; KT188323.1-S. plamatus -12216D-Palestine ; KT188322.1-S. plamatus -12216C-
Palestine ; KT188321.1-S. plamatus -12216B-Palestine ; KT188328.1-S. plamatus -12216l-
Palestine ; KT188327.1-S. plamatus -12216H-Palestine ; KT188326.1-S. plamatus -12216G-
Palestine ; KT188324.1-S. plamatus -12216E-Palestine.

e Groupe [15] : nombre des séquences : 8
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-1d:KT188338.1-S. plamatus -12218-Palestine ; KT188299.1-S. fuscus -12284A-
Palestine ; KT188303.1-S. fuscus -12284F-Palestine ; KT188301.1-S. fuscus -12284D-
Palestine ; KT188300.1-S. fuscus -12284B-Palestine ; KT188304.1-S. fuscus -12284G-
Palestine ; KT188302.1-S. fuscus -12284E-Palestine ; KT188280.1-S. propinquus-12233C-

Palestine

e Groupe [16] : nombre des séquences: 1
-id:JQ514259.1-S. fuliginosus-voucher-Sc547

e Groupe [17] : nombre des séquences: 1
-1d:KT188297.1-S. fuscus -12237-Palestine.

e Groupe [18] : nombre des séquences: 1
-id:MT229841.1-S. maurus -palmatus-Irag.

e Groupe [19] : nombre des séquences: 7

-id:KT188314.1-S. kruglovi-12215A-Palestine ; KT188319.1-S. kruglovi-12215K-
Palestine ; KT188315.1-S. kruglovi-12215C-Palestine ; KT188317.1-S. kruglovi-12215E-
Palestine ; KT188318.1-S. kruglovi-12215G-Palestine ; KT188316.1-S. kruglovi-12215D-
Palestine ; KT188218.1-S. kruglovi-12215F-Palestine.

e Groupe [20] : nombre des séquences: 1

-id:KT188219.1-S. fuscus -12223A-Palestine

e Groupe [21] : nombre des séquences: 4

-id:KT188296.1-S. fuscus-12236-Palestine ; KT188215.1-S. fuscus-11142-Palestine ;
KT188226.1-S. fuscus-12226 A-Palestine ; KT188225.1-S. fuscus -12225A-Palestine.

e Groupe [22] : nombre des séquences: 5

-id:KT188287.1-S. fuscus-12234C-Palestine ; KT188289.1-S. fuscus-12234E-Palestine ;
KT188274.1-S. fuscus-12232E-Palestine ; KT188285.1-S. fuscus-12234A-Palestine ;
KT188271.1-S. fuscus-12232B-Palestine.

e Groupe [23] : nombre des séquences: 6

-id:KT188279.1-S. propinquus-12233B-Palestine ; KT188284.1-S. propinquus-
12233G-Palestine ; KT188278.1-S. propinquus-12233A-Palestine ; KT188283.1-S.
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propinquus-12233F-Palestine ; KT188282.1-S. propinquus-12233E-Palestine ; KT188281.1-
S. propinquus-12233D-Palestine.

e Groupe [24] : nombre des séquences: 1
-1d:KF953944.1-S. maurus -AT2-Turquie.

e Groupe [25] : nombre des séquences: 1
-id:KF997867.1-S. maurus -AT302-Turquie.

e Groupe [26] : nombre des séquences: 10

-id:KT188261.1-S. propinquus-12231B-Palestine ; KT188264.1-S. propinquus-12231E-
Palestine ; KT188263.1-S. propinquus-12231D-Palestine ; KT188268.1-S. propinquus-

122311-Palestine ; KT188267.1-S. propinquus-12231H-Palestine ; KT188266.1-S.
propinquus-12231G-Palestine ; KT188262.1-S. propinquus-12231C-Palestine ; KT188265.1-
S. propinquus-12231F-Palestine ; KT188260.1-S. propinquus-12231A-Palestine

KT188298.1-S. propinquus-12241-Palestine.
e Groupe [27] : nombre des séquences: 1
-id:KF997872.1-S. maurus -AT307-Turquie.
e Groupe [28] : nombre des séquences: 1
-1d:KT188222.1-S. propinquus-12224C-Palestine
e Groupe [29] : nombre des séquences: 1

-id:MK814930.1-S. maurus —Iran.

e Groupe [30] : nombre des séquences: 17

-id:KT188310.1-S. plamatus -11152-Palestine ; KT188306.1-S. plamatus -11148-
Palestine ; KT188337.1-S. plamatus -122171-Palestine ; KT188335.1-S. plamatus -12217G-
Palestine ; KT188334.1-S. palmatus-12217F-Palestine ; KT188332.1-S. plamatus -12217D-
Palestine ; KT188331.1-S. plamatus -12217C-Palestine ; KT188348.1-S. plamatus -12221A-
Palestine ; KT188359.1-S. plamatus -12222E-Palestine ; KT188357.1-S. plamatus -12222B-
Palestine ; KT188362.1-S. plamatus -12222I-Palestine ; KT188363.1-S. plamatus -12222J-
Palestine ; KT188353.1-S. plamatus -12221F-Palestine ; KT188352.1-S. plamatus -12221E-
Palestine ; KT188350.1-S. plamatus -12221C-Palestine ; KT188349.1-S. plamatus -12221B-
Palestine ; KT188343.1-S. plamatus -12220E-Palestine
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e Groupe [31] : nombre des séquences: 1
-id: KF997870.1-S. maurus -AT305-Turquie.

4.1.3.2. Résultat de la méthode de délimitation des espéces (MPTP)

Commande : /bin/mptp mptp --ml --multi --outgroup KU341989-1-Hottentotta-saulcyi-
Iran --outgroup_crop --tree_file ../uploads/qo09j0a82g1sll482tse4v673.newick --output_file
..Juploads/qo09j0a82g1sl11482tse4v673.

1 Nombre d'arétes supérieures a la longueur minimale de la branche : 101 / 210
Score du modéle nul : 312.008192
Meilleur score pour le taux de coalescence multiple : 312.008192
Nombre d'especes délimitées : 9
e Groupe [1] : nombre des séquences: 24

KT188295-1-S. fuscus-12235C-Palestine ; KT188294-1-S. fuscus-12235B-Palestine ;
KT188293-1-S. fuscus-12235A-Palestine ; KT188297-1-S. fuscus-12237-Palestine
KT188219-1-S. fuscus-12223A-Palestine ; KT188215-1-S. fuscus-11142-Palestine ;
KT188296-1-S. fuscus-12236-Palestine ; KT188226-1-S. fuscus-12226A-Palestine
KT188225-1-S. fuscus-12225A-Palestine ; KT188271-1-S. fuscus-12232B-Palestine ;
KT188285-1-S. fuscus-12234A-Palestine ; KT188289-1-S. fuscus-12234E-Palestine ;
KT188274-1-S. fuscus-12232E-Palestine ; KT188287-1-S. fuscus-12234C-Palestine ;
KT188248-1-S. fuscus-12229C-Palestine ; KT188228-1-S. fuscus-12227A-Palestine ;
KT188305-1-S. fuscus-1556-Palestine ; KT447035-1-S. fuscus-LP_1556-Palestine ;
KT188256-1-S. fuscus-12230E-Palestine ; KT188257-1-S. fuscus-12230H-Palestine ;
KT188259-1-S. fuscus-12230J-Palestine ; KT188217-1-S. fuscus-11146-Palestine ;
KT188255-1-S. fuscus-12230D-Palestine ; KT188253-1-S. fuscus-12230B-Palestine

e Groupe [2] : nombre des séquences: 7

KT188218-1-S. kruglovi-12215F-Palestine ; KT188316-1-S. kruglovi-12215D-Palestine
; KT188318-1-S. kruglovi-12215G-Palestine ; KT188317-1-S. kruglovi-12215E-Palestine ;
KT188319-1-S. kruglovi-12215K-Palestine ; KT188315-1-S. kruglovi-12215C-Palestine ;
KT188314-1-S. kruglovi-12215A-Palestine.

e Groupe [3] : nombre des séquences: 7
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KT188222-1-S. propinquus-12224C-Palestine ; KT188284-1-S. propinquus-12233G-
Palestine : KT188278-1-S. propinquus-12233A-Palestine ; KT188279-1-S. propinquus-
12233B-Palestine ; KT188282-1-S. propinquus-12233E-Palestine ; KT188281-1-S.
propinquus-12233D-Palestine ; KT188283-1-S. propinquus-12233F-Palestine

Groupe [4] : nombre des séquences: 10

KT188298-1-S. propinquus-12241-Palestine ; KT188264-1-S. propinquus-12231E-
Palestine ; KT188263-1-S. propinquus-12231D-Palestine ; KT188261-1-S. propinquus-
12231B-Palestine ; KT188260-1-S. propinquus-12231A-Palestine ; KT188265-1-S.
propinquus-12231F-Palestine ; KT188266-1-S. propinquus-12231G-Palestine ; KT188267-1-
S. propinquus-12231H-Palestine ; KT188262-1-S. propinquus-12231C-Palestine ; KT188268-
1-S. propinquus-122311-Palestine.

e Groupe [5] : nombre des séquences: 20

KF997866-1-S. maurus-Turquie ; KF997867-1-S. maurus-AT302-Turquie ; KF997868-
1-S. maurus-AT303-Turquie ; KF997875-1-S. maurus-Turquie ; KF953944-1-S. maurus-
AT2-Turquie ; KF997871-1-S. maurus-AT306-Turquie ; KF997873-1-S. maurus-Turquie ;
KF997874-1-S. maurus-Turquie ; MT229841-1-S. maurus-palmatus-lraq ; MK814930-1-S.
maurus-Palestine; KF997872-1-S. maurus-AT307-Turquie ; FJ198066-1-S. maurus-Sc27-
Maroc ; FJ198059-1-S. maurus-Sc46-Maroc ; FJ198065-1-S. maurus-fuliginosus-Sc56-Maroc
; FJ198060-1-S. maurus-fuliginosus-Sc51-Maroc ; FJ198062-1-S. maurus-fuliginosus-Sc75-
Maroc ; FJ198061-1-S. maurus-fuliginosus-Maroc ; KT188214-1-S. fuliginosus-Palestine ;
FJ198064-1-S. maurus-Sc42-Maroc ; FJ198058-1-S. maurus-Sc5-Maroc ; FJ198057-1-S.
maurus-birulai-Sc16-Maroc ; JQ514259-1-S. fuliginosus-voucher-Sc547

e Groupe [6] : nombre des séquences: 2
KF997870-1-S. maurus-AT305-Palestine ; KF997869-1-S. maurus-Turquie
e Groupe [7] : nombre des séquences: 8

KT188280-1-S. propinquus-12233C-Palestine ; KT188302-1-S. fuscus-12284E-
Palestine ; KT188304-1-S. fuscus-12284G-Palestine ; KT188301-1-S. fuscus-12284D-
Palestine ; KT188303-1-S. fuscus-12284F-Palestine ; KT188299-1-S. fuscus-12284A-
Palestine ; KT188300-1-S. fuscus-12284B-Palestine ; KT188338-1-S. palmatus-12218-

Palestine
e Groupe [8] : nombre des séquences: 9
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KT188324-1-S. palmatus-12216E-Palestine ; KT188327-1-S. palmatus-12216H-
Palestine ; KT188326-1-S. palmatus-12216G-Palestine ; KT188328-1-S. palmatus-12216l-
Palestine ; KT188322-1-S. palmatus-12216C-Palestine ; KT188323-1-S. palmatus-12216D-
Palestine ; KT188325-1-S. palmatus-12216F-Palestine ; KT188321-1-S. palmatus-12216B-
Palestine ; KT188320-1-S. palmatus-12216A-Palestine

Groupe [9] : nombre des séquences: 17 ; KT188343-1-S. palmatus-12220E-Palestine ;
KT188362-1-S. palmatus-12222]-Palestine ; KT188363-1-S. palmatus-12222J-Palestine ;
KT188357-1-S. palmatus-12222B-Palestine ; KT188350-1-S. palmatus-12221C-Palestine ;
KT188352-1-S. palmatus-12221E-Palestine ; KT188349-1-S. palmatus-12221B-Palestine ;
KT188353-1-S. palmatus-12221F-Palestine ; KT188306-1-S. palmatus-11148-Palestine ;
KT188310-1-S. palmatus-11152-Palestine ; KT188359-1-S. palmatus-12222E-Palestine ;
KT188348-1-S. palmatus-12221A-Palestine ; KT188332-1-S. palmatus-12217D-Palestine ;
KT188334-1-S. palmatus-12217F-Palestine ; KT188335-1-S. palmatus-12217G-Palestine ;
KT188331-1-S. palmatus-12217C-Palestine ; KT188337-1-S. palmatus-122171-Palestine
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Treescale: 0.1 +

KU341989-1-Hottentotta-saulcyi-Iran

KT188274-1-S fuscus-12232E-Palestine
KT188287-1-S fuscus-12234C-Palestine
KT188248-1-S fuscus-12229C-Palestine
KT188228-1-S fuscus-12227A-Palestine
KT188305-1-S fuscus-1556-Palestine
KT447035-1-5 fuscus-LP 1556-Palastine
KT188256-1-S fuscus-12230E-Palestine
KT188257-1-S fuscus-12230H-Palestine
KT188259-1-S fuscus-12230J-Palestine
KT188217-1-S fuscus-11146-Palestine
KT188255-1-S fuscus-12230D-Palestine
KT188253-1-S fuscus-12230B-Palestine
KT188218-1-S kruglovi-12215F-Palestine
KT188316-1-S kruglovi-12215D-Palestine
KT188318-1-5 kruglovi-12215G-Palestine
KT188317-1-S kruglovi-12215E-Palestine
KT188319-1-S kruglovi-12215K-Palestine
KT188315-1-S kruglovi-12215C-Palestine
KT188314-1-S kruglovi-12215A-Palestine
KT188222-1-S propinquus-12224C-Palesting (™)
KT188284-1-S propinquus-12233G-Palestine
KT188278-1-S propinquus-12233A-Palestine
KT188279-1-S propinquus-12233B-Palestine
KT1882682-1-S propinquus-12233E-Palestine
KT188281-1-S propinquus-12233D-Palestine
KT188283-1-S propinquus-12233F-Palestine
KT188298-1-S propinguus-12241-Palestine
KT188264-1-S propinquus-12231E-Palestine
KT188263-1-S propinquus-12231D-Palesting
KT188261-1-S propinquus-12231B-Palestine
KT188260-1-S propinquus-12231A-Palestine
KT188265-1-S propinquus-12231F-Palestine
KT188266-1-S propinquus-12231G-Palestine
KT188267-1-S propinquus-12231H-Palestine
KT188262-1-S propinquus-12231C-Palestine
KT188268-1-S propmquus 12231I Palestine

-

KT188295-1-S fuscus-12235C-Palestine
KT188294-1-S fuscus-12235B-Palestine
KT188293-1-5 fuscus-12235A-Palestine
KT188297-1-5 fuscus-12237-Palestine

KT188219-1-S fuscus-12223A-Palestine
KT188215-1-5 fuscus-11142-Palestine

KT188296-1-S fuscus-12236-Palestine

KT188226-1-5 fuscus-12226A-Palestine
KT188225-1-S fuscus-12225A-Palestine
KT188271-1-S fuscus-12232B8-Palestine
KT188285-1-S fuscus-12234A-Palestine
KT188289-1-5 fuscus-12234E-Palestine
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L KF997866-1-S maurus-Turquie
KF997867-1-S maurus-AT302-Turquie
KF997868-1-S maurus-AT303-Turquie

KF997875-1-S maurus-Turquie
KF953944-1-S maurus-AT2-Turquie
KF997871-1-S maurus-AT306-Turquie
KF997873-1-S maurus-Turquie
KF997874-1-S maurus-Turquie
MT229841-1-S maurus-palmatus-Iraq
MK814930-1-S maurus-Iran

q KF997872-1-S maurus-AT307-Turquie
FJ198066-1-S maurus-Sc27-Maroc
FJ198059-1-S maurus-Sc46-Maroc

—

FJ198065-1-S maurus-fuliginosus-Sc56-Maroc
FJ198060-1-S maurus-fuliginosus-Sc51-Maroc
FJ198062-1-S maurus-fuliginosus-Sc75-Maroc

ICFRRnEmecaen

i innesiom

FJ198061-1-S maurus-fuliginosus-Maroc
KT188214-1-S fuliginosus-Palestine
FJ198064-1-S maurus-Sc42-Maroc
FJ198058-1-S maurus-Sc5-Maroc
FJ198057-1-S maurus-birulai-Sc16-Maroc
JQ514259-1-S fuliginosus-voucher-Sc547
KF997870-1-S maurus-AT305-Turquie
KF997869-1-S maurus-Turquie
KT188280-1-S propinquus-12233C-Palestine
KT188302-1-S fuscus-12284E-Palestine
KT188304-1-S fuscus-12284G-Palestine
KT188301-1-S fuscus-12284D-Palestine
KT188303-1-S fuscus-12284F-Palestine
KT188299-1-S fuscus-12284A-Palestine
KT188300-1-S fuscus-12284B-Palestine
KT188338-1-S palmatus-12218-Palestine
KT188324-1-S palmatus-12216E-Palestine
KT188327-1-S palmatus-12216H-Palestine
KT188326-1-S palmatus-12216G-Palestine
KT188328-1-S palmatus-12216l-Palestine
KT188322-1-S palmatus-12216C-Palestine
KT188323-1-S palmatus-12216D-Palestine
KT188325-1-S palmatus-12216F-Palestine
KT188321-1-S palmatus-12216B-Palestine
KT188320-1-S palmatus-12216A-Palestine
KT188343-1-S palmatus-12220E-Palestine
KT188362-1-S palmatus-12222I-Palestine
KT188363-1-S palmatus-12222J-Palestine
KT188357-1-S palmatus-12222B-Palestine
KT188350-1-S palmatus-12221C-Palestine
KT188352-1-S palmatus-12221E-Palestine
KT188349-1-S palmatus-12221B-Palestine
KT188353-1-S palmatus-12221F-Palestine
KT188306-1-S palmatus-11148-Palestine
KT188310-1-S palmatus-11152-Palestine
KT188359-1-S palmatus-12222E-Palestine
KT188348-1-S palmatus-12221A-Palestine
KT188332-1-S palmatus-12217D-Palestine
KT188334-1-S palmatus-12217F-Palestine
KT188335-1-S palmatus-12217G-Palestine
KT188331-1-S palmatus-12217C-Palestine
KT188337-1-S palmatus-12217I-Palest+ine

J—

T 9« 1
[ J I )

Figure 12 : Comparaison des résultats de la délimitation des 6 espéces de Scorpio a l'aide de
deux methodes différentes et comparaison avec les BINs, I’arbre construit par ML sur le
serveur web NGphylogeny.fr (Junier et al., 2010 ; Guindon et al., 2010 ; Lemoine et al.,

2018 ; Lemoine et al., 2019).
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e Pour BINSs:
http://www.boldsystems.org/index.php/Public BarcodelndexNumber Home

4.2. Discussion
Cette partie discute les analyses bioinformatiques réalisées pour estimer la richesse

specifique du genre Scorpio présentée au sein des sequences qui nous avons collectées. Nous

ont donné de nombreux résultats que nous avons tenté de les interpréter ici.

En tant qu'outil rapide et précis pour distinguer et identifier les espéces, 'ADN code
barres été largement utilisé dans de nombreuses disciplines depuis qu'il a été proposé, en
particulier dans la classification des animaux, ce qui améliore considérablement l'efficacité et

la précision de la classification des espéces (Li et al., 2018).

Notre étude a fourni des preuves d'un nombre substantiel d'espéces négligées

d'importance dans I’identification moléculaire chez le genre Scorpio.

L’apparition de I’espéce H. saulcyi qui s’appartienne au genre Hottentotta dans un clade
séparé dans toutes les méthodes de délimitation des especes qu’on a réalisées (mPTP, BINSs et
ASAP), confirme notre bon choix de cette espece comme out groupe pour enraciner nos

arbres.

Pour les 6 especes analysées, la délimitation moléculaire ne correspondait pas a
I'identification morphologique, L'ensemble de ces données a permis de construire un arbre
phylogénétique (Figure 12) qui confirme la paraphylie du genre Scorpio. Ainsi que les
serveurs mPTP, ASAP et BINs proposé par BOLD sont utilisés comme outil de délimitation
des especes pour estimer le nombre de mOTU et faire correspondre lidentification
morphologique des espéces avec 106 sequences génétiques. En conséquence, l'algorithme
mPTP a identifié 9 mOTU, tandis que BINs a révélé 30 mOTU, outre que ASAP montrent
que I’arbre se divisés en 31 mOTU. Ce qui est utilisé comme estimation la plus conservatrice
pour la discussion ou certains mOTU ont été fusionnés ou divisés par rapport aux 9 mOTU de
mPTP. La différence entre les trois méthodes est due a I'algorithme dans lequel ils travaillent

ces méthodes.

Pour mPTP, comme dans I'analyse phylogénétique, le 1 clade de S. fuscus (Groupe 1)
regroupé en grand groupe de 24 séquences qui représentent une série de 24 espéces sceurs
largement distribuées en s'étendant sur Palestine. Par contre, BINs et ASAP se divisent le

clade en 6 groupes.
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Bien que le 2°™ clade de S. kruglovi (Groupe 2) qui représente 7 séquences distribuées
en Palestine. Dans les trois méthodes de délimitations (mPTP, BINs et ASAP), qui confirme

que le clade de cette espece est monophylique.

Ensuit, les 3°™ et 4°™ clades mPTP de S. propinquus (Groupe 3 et 4) ils sont divisés
en deux clades respectivement. Le 3°™ représente 7 séquences et le 4™ composé de 10
séquences, ces deux clades (Groupe 3 et 4) distribuées en Palestine. Alors que le BINs et
ASAP ont montré que le 3°™ clade est subdivisé en deux sous-clade : un clade regroupée une
séquence (KT188222) a part, et ’autre clade comprend les séquences restants. Les données
phylogénétiques et géographiques dans les clades ont montré la présence d'une méme lignée

génétique dans la méme région géographique Palestine.

Le 5eme clade S. maurus (Groupe 5) qui constitue un branche, se regrouper ensemble
du 22 séquences representer une série de 20 séquence de S. maurus et deux séquences
exotique (intrus) qui est S. fuliginosus (JQ514259.1) du Maroc et (KT188214.1) du Palestine,
qui sont peut étre des sequences mal identifiées (putatives). Au sein de ce clade est divisé en
17 sous-clades représentés 22 séquences (17 sous-groupe) par la méthode de délimitation des
especes BINs. Alors que I’ASAP faire embrancher le clade en 18 sous-clades représentés 22
séquences (18 sous-groupe). Ces especes ont été reparties dans ce groupe a des régions
éloignées les unes des autres comme : Palestine, Maroc et Turquie (la région du bassin
méditerranéen). C'est la raison probablement pour laquelle le groupe (dans mPTP) a éte divisé
en plusieurs sous groupes (dans BINs et ASAP). Nos résultats confirment les suggestions
antérieures selon lesquelles Scorpio maurus est un complexe d'espéces (Froufe et al., 2008 ;
Talal et al., 2015 ; Halil et al., 2017)

Par contre en trouve un 6°™ clade mPTP séparé de la branche de S. maurus
(Groupe 4) qui représente 2 séquences distribuées en Turquie. Tandis que ces deux
séquences sont devisées en deux groupes par le BINs et ASAP, cela est dd a la différence

entre les 3 méthodes.

Alors que, nous avons montré un 7°™ clade dans les trois méthodes mPTP, BINs et
ASAP, qui constitue un autre groupe de S. fuscus (Groupe 7), qui étaient paraphylétiques dans
l'arbre. Toutes les séquences de ce clade sont été réparties de Palestine, ce regroupement
copine ensemble de 8 séquences représenter une série de 6 séquences de S. fuscus et deux
séquences de différentes. En effet, une séquence identifiée comme appartenant a I’espéce S.

propinquus (KT188280), et I’autre seéquence identifiée comme appartenant a I’espece S.
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palmatus (KT188338), actuellement placées dans la section S. fuscus sur des arguments

moléculaires, peut étres les séquences sont mal identifiés ou mal traitées.

En fin, les trois méthodes mPTP, BINs et ASAP montre que I’espéce S. palmatus est
divisé en deux sous-clades respectivement (Groupe 8 et 9), L'une de (Groupe 8) S. palmatus,
semble représenter une série de 9 séquences sceurs, L'une d’autre (Groupe 9) S. palmatus,
semble représenter une série de 17 séquences sceurs. L’espece a été répartie dans les deux
groupes dans la région de Palestine et la localités adjacentes a la mer Morte (Talal et al.,
2015) . Ces deux groupes sont paraphylétiques dans I’arbre.

Dans l'ensemble des résultats obtenus, nous avons montré dans cette enquéte
scientifique que le seul marqueur CO1 d’ADN mitochondrial est trés efficace pour
I’identification moléculaire, mais on propose d’utiliser d’autres marqueurs génétiques pour
obtenir des résultats fiables et aussi pour améliorer ’effet de code barre moléculaire sur

I’identification et la taxonomie moderne.
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Conclusion

L’objectif de cette présente étude consiste a la mise en évidence de I’effet de la
Barcoding moléculaire sur I’amélioration de I’identification moléculaire des especes de genre

Scorpio et le domaine taxonomique.

Malheureusement, nous n’avons pas eu la chance de réaliser ce travail avec des
échantillons collectées sur sites. A cause du manque des produits et I’indisponibilité de

séquencage.

Notre travail a été mené dans le but de construire de I’arbre phylogénétique du genre
Scorpio pour I’identification moléculaire contribuer a la construction d’une base de données
(code-barres d’ADN) des 6 espéces qui sont : S. fuscus, S. palmatus, S. maurus,
S. propinquus, S. kruglovi, S. fuliginosus.

Nous avons fait les inférences phylogénétiques, a partir des séquences collectées a
BOLDsystems et vérifier et identifier sur BLAST et GenBank.

Les séquences génétiques ont été aligneées a l'aide du programme MUSCLE dans le
logiciel MEGA 11, et nous avons utilisées Gbloks disponible sur site NGphylogeny.fr pour
éliminer les positions mal alignées et nettoyées les séquences. L’arbre phylogénétique a été
reconstruit a l'aide de MEGA 11 et sur site NGphylogeny.fr, grace a la méthode du maximum

de vraisemblance (ML).

En effet, bien que les collectes de ce genre fussent réalisées a trois méthodes de
délimitations des especes. lls été effectues en ligne via mPTP et ASAP, et la méthode de
délimitations des espéces BINs proposée par la base de données BOLD, les résultats de la
délimitation des especes BINs et ASAP sont presque identique. Cela confirme I’efficacité de

ces méthodes et que cet arbre est bien correct.

Si la capacité du DNA Barcoding a identifier les organismes s'est révélée souvent tres
efficace, son utilisation pour délimiter et découvrir potentiellement les espéces, en revanche,
elle a été rarement controversée, cela nécessite [I’utilisation de plusieurs marqueurs

moléculaires pour avoir des résultats plus exacts.

Ainsi, cette étude nous a permis de caractériser la richesse spécifique de genre Scorpio
en montrant notamment des résultats un peu différente entre la taxonomie traditionnelle et la

taxonomie moléculaire.
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Conclusion

Un autre point intéressant de cette étude, c’est de mettre en évidence la variation
spatiale des 6 especes examinées, notamment en réalisant des estimations de richesse
specifique pour les individus collectés sur BOLDsystems. Cependant [I'effort
d'échantillonnage actuel pour ce portail n'est pas encore suffisant. Et il a besoin d'une
vérification minutieuse de l'authenticité et la viabilité des séquences en sa possession sur cette

plateforme.

Nous considérons les nouvelles données comme une ressource importante pour les
futures études sur ce genre de scorpion d’une importance médicale considérable, indiquent
que des travaux similaire sont nécessaire pour aborder pleinement la diversité au sein de ce

genre d’espece.
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Annexe 1 : Photo originale de Scorpio maurus

Annexe 2 :

Tableau 3: Liste des espéces de genre Scorpio dans le monde (Rein, 2020)

Taxons (espece) Statut Distribution commentaires
Scorpio birulai Fet, | Nouveau Statut précédent de la sous-espéce :
1997 statut Maroc Scorpio maurus subtypicus Birula,
1910
Scorpio ennedi Nouveau
Sp.
Lourenco, Duhem & | 7 Tchad
Cloudsley

Thompson, 2012

Scorpio fuliginosus | Nouveau Statut précédent: Heterometrus
Pallary, 1928 statut Maroc fuliginosus (Pallary, 1928)
Scorpio fuscus Nouveau Statut précédent de la sous-espéce :

statut Scorpio maurus fuscus Ehrenberg,
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(Ehrenberg, 1829) Palestine 1829

Scorpio hesperus Nouveau Statut précédent de la sous-espece :

Birula, 1910 statut Maroc Scorpio maurus hesperus Birula,
1910

Scorpio kruglovi Nouveau Palestine, Jordanie, | Statut précédent de la sous-espéce :

(Ehrenberg, 1829) | statut Syrie Scorpio maurus kruglovi
Ehrenberg, 1829

Scorpio Statut précédent de la sous-espece :

mogadorensis Nouveau Maroc Scorpio maurus mogadorensis

Birula, 1910 statut Birula, 1910

Scorpio niger Nouveau

Sp. .

Lourenco, Duhem & | SP Niger

Cloudsley

Thompson, 2012

Scorpio occidentalis | Nouveau Mali, Mauritanie | Statut précédent de la sous-espéce :

Werner, 1936 statut et le Sénégal Scorpio maurus occidentalis
Werner, 1936

Scorpio palmatus Nouveau Palestine, Statut précédent de la sous-espéce :

(Ehrenberg, 1829) statut Egypte Scorpio maurus palmatus
Ehrenberg, 1829

Scorpio propinquus | Nouveau Palestine, Statut précédent de la sous-espéce :

(Simon, 1872) statut Syrie Scorpio maurus propinquus
(Simon, 1872)

Scorpio punicus Fet, | Nouveau Algérie, Libye, Statut précédent de la sous-espéce :

2000 statut Maroc & Scorpio maurus tunetanus Birula,

. 1910
Tunisie
Scorpio savanicola | Nouveau
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Lourenco, 2009 sp. Cameroun
Scorpio sudanensis | Nouveau
sp.
Lourenco P Soudan
& Cludsley-
Thompson, 2009
Scorpio tassili Nouveau
Sp. -
Lourenco & P Algerie
Rossi, 2016
Scorpio weidholzi Nouveau Statut précédent de la sous-espece :
Werner, 1929 statut Maroc Scorpio maurus weidholzi Werner,

1929

Annexe 3 :

Tableau 4: Le code de nucléotide selon UIB

Symbole Signifiant Acide nucléique
A A Adénine
C C Cytosine
G G Guanine
T T Thymine

Annexe 4: Exemple d’une séquence nucléotidique au Format GenBank

LOCUS KT188338 1078 bp ADN linéaire INV 02-JUL-2015
DEFINITION Isolat de Scorpio palmatus 12218 sous-unité I de la cytochrome

oxydase (COI)

gene,
ADHESION KT188338
MODELE KT188338.1
MOTS CLES

CD partiels

mitochondriale.

SOURCE mitochondrie Scorpio palmatus

ORGANISME Scorpio palmatus

Eucaryote;
arachnide ;

Scorpiones ;
Scorpioninae;

Scorpion.

REFERENCE 1 (bases 1 a 1078)
S., Tesler,

AUTEURS Talal.,
Tahir, H.,

Prendini, L.,
TITRE Spéciation des scorpions en Terre Sainte : Phylogéographie

multilocus

Iurida ;

Métazoaires ; Ecdysozoa;

Arthropodes ; Chélicerata ;

Scorpionoides ; Scorpionidés ;

Sivan, J.

et Gefen,

Ben-Shlomo, R., Muhammad



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1662106
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JOURNAL

corrobore les différences diagnostiques de morphologie et
d'enfouissement
comportement parmi les sous-especes de Scorpion et justifie la
reconnaissance comme

especes phylogénétiques,
Phylogénete.

Mol.

25987530

REMARQUE Statut de la publication

l'impression

REFERENCE
AUTEURS

2 (bases 1
Talal., S.,
Prendini,

Evo

a 1078)

Tesler, I.

L., Snir,

TITRE Soumission directe

JOURNAL

Soumis
Haifa,

(19-
Oranim,

JUN-2015)
Tivo

1. (2015)

, Sivan,

J.
S. et Gefen,

, Ben-Shlomo,

E.

écologiques et biologiques
Sous pressePublié

disponible en ligne avant

R.,

Tahir,

M.,

Biologie et environnement, Université de

n 36006,

COMMENTAIRE ##Assembly-Data-START##

gene

CDS

Technologie de séquencage

##Assembly-Data-END##
CARACTERISTIQUES Localisation/
Source des qualificatifs 1..1078
/organism="Scorpio palmatus"
/organelle="mitochondrie"
/mol type="ADN génomique"

/isole="12
/db xref="

218"
taxon

Israél

1662106 "

/collection date="2012"

<1..>1078
/gene="COI
<1..>1078
/gene="COI
/codon_sta

rt=2

/transl table= 5

/product:"sous—anité I de la cytochrome

/protein id=" AKN62967.1 "

/translation="TMYLIMGGWASMVGTALSMMIRIETGSPGSFIGDDQLYNVVVTA

HAFVMIFFMVMPIMIGGEFGNWLVPLMLGAPDMAFPRLNNMSFWLLPPAFFMLLGSAAL

ESGAGTGWTVYPPLSSGMFHSGGSVDMTIFSLHLAGVSSILGAINFITTIVNMRSDGM

IMDRVPLEFVWSVLITAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNENTSFFDPAGGGDPILYQHL

FWEFFGHPEVYILILPGFGMISHIVSHHTGKKEPFGTIGMIYAMVSIGFLGEFVVWAHHM

FTVGMDVDTRAYFTAATMVIAVPTGIKVESWIATMYGSRVYEFSPPMMWAVGEILETV
GGLTGVMLANSSLDVILHDTYYVVA"

ORIGINE

1

61

121

181

241

301

361

421

541
601
661
721

gactatgtat
aattcggatt
tgtagttact
aggttttggg
tttaaataat
tgctttggaa
atttcattca
atcaatttta

tctttetttg
cacttctttt
attttttggg
tattgtaagt

ttaattatag
gagactggaa
gcgcatgcett
aattgattgg
atgagatttt
agaggggcgg
ggtggttctg
ggagctatta

gtgggtgggce
gaccaggttc
ttgtaataat
ttcctttaat
gattgcttcc

ggactgggtg
tagatatgac

ttcaatggtt
ttttattggt
tttttttatg
attaggggct
tcctgetttt
aactgtttat
tattttttct

ggaactgctt
gatgatcagc
gtaataccta
ccggatatag
tttatgecttt
cctcctttgt
ttacatttag

Séquencage didésoxy Sanger

oxydase"

taagaatgat
tttacaatgt
ttatgattgg
cttttcctceg
tagggtctgc
cttctggtat
ctggggtttc

atttattac aactattgtg aatatacgta gagatggaat
48lgattatggat cgagttcctt tatttgtatg gtctgttctt attacggctg tattgttact
cctgttttgg ctggggcaat tactatattg ttaactgatc
tttgatcctg ctggtggtgg ggatcctatt ttgtatcagce
catcctgagg tttatatttt gattcttcct gggtttggaa
catcatacag gaaaaaagga gccttttgga actattggga

ggaattttaa
atttgttttg
tgatttctca
tgatttatgc


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25987530
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1662106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT188338.1?from=1&to=1078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT188338.1?from=1&to=1078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/852378768
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781 tatagtgtct attgggtttt tagggtttgt agtatgggct catcatatgt ttactgtggg
841 aatggatgtt gatactcgag cttattttac agcagctact atggtaattg cggttcctac
901 tggtattaag gtgtttagat gaattgctac tatataggg tctcgggttt atttctctcc

96lgcctatgatg tgggctgtgg ggtttatttt tttatttact gtaggaggtt tgactggtgt
1021 tatattagct aattcttctt tagatgtaat tcttcatgac acttattatg ttgttgct

Annexe 5 :

Tableau 5: L’origine géographique des espéces de Scorpio utilisées dans notre étude et leurs

numeros d’accés GenBank de leurs séquences IDS

Numéro d’acceés
N° GenBank (IDS L
Toxon Séquence) Localité Source
01 S. maurus FJ198066 Maroc Froufe et al., 2008
02 S. maurus FJ198059 Maroc Froufe et al., 2008
03 S. maurus FJ198065 Maroc Froufe et al., 2008
04 S. maurus FJ198058 Maroc Froufe et al., 2008
05 S. maurus FJ198057 Maroc Froufe et al., 2008
06 S. maurus FJ198064 Maroc Froufe et al., 2008
07 S. maurus FJ198060 Maroc Froufe et al., 2008
08 S. maurus FJ198062 Maroc Froufe et al., 2008
09 s. fuliginosus KT188214 Palestine Talal et al., 2015
10 S. maurus fuliginosus FJ198061 Maroc Froufe et al., 2008
11 S. maurus KF997874 Turquie Sipahi et al., 2013
12 S. maurus KF997866 Turquie Sipahi et al., 2013
13 S. maurus KF997875 Turquie Sipahi et al., 2013
14 S. maurus KF997869 Turquie Sipahi et al., 2013
15 S. maurus KF997873 Turquie Sipahi et al., 2013
16 S. maurus KF997871 Turquie Sipahi et al., 2013
17 S. fuscus KT188293 Palestine Talal et al., 2015
18 S. fuscus KT188253 Palestine Talal et al., 2015
19 S. fuscus KT188217 Palestine Talal et al., 2015
20 S. palmatus-iso KT188320 Palestine Talal et al., 2015
21 S. fuscus KT188228 Palestine Talal et al., 2015
22 S. fuliginosus-voucher JQ514259 van der Meijden et
al., 2012

23 S. palmatus-iso KT188338 Palestine Talal et al., 2015
24 S. fuscus -iso KT188299 Palestine Talal et al., 2015
25 S. fuscus -iso KT188297 Palestine Talal et al., 2015
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26 S maurus-iso- MT229841 Iraq Hussen et al., 2020
palmatus K
27 S. palmatus-iso KT188324 Palestine Talal et al., 2015
28 S. fuscus KT188259 Palestine Talal et al., 2015
29 S. fuscus KT188257 Palestine Talal et al., 2015
30 S. fuscus KT188256 Palestine Talal et al., 2015
31 S. fuscus KT188255 Palestine Talal et al., 2015
32 S. fuscus KT447035 Palestine | Ojanguren-Affilastro
et al., 2015
33 S. Kruglovi KT188314 Palestine Talal et al., 2015
34 S. fuscus KT188305 Palestine Talal et al., 2015
35 S. fuscus KT188219 Palestine Talal et al., 2015
36 S. fuscus KT188295 Palestine Talal et al., 2015
37 S. fuscus KT188294 Palestine Talal et al., 2015
38 S. fuscus KT188296 Palestine Talal et al., 2015
39 S. fuscus KT188248 Palestine Talal et al., 2015
40 S. fuscus KT188226 Palestine Talal et al., 2015
41 S. fuscus KT188225 Palestine Talal et al., 2015
42 S. Kruglovi KT188218 Palestine Talal et al., 2015
43 S. palmatus KT188328 Palestine Talal et al., 2015
44 S. palmatus KT188327 Palestine Talal et al., 2015
45 S. palmatus KT188326 Palestine Talal et al., 2015
46 S. palmatus KT188325 Palestine Talal et al., 2015
47 S. palmatus KT188323 Palestine Talal et al., 2015
48 S. palmatus KT188322 Palestine Talal et al., 2015
49 S. palmatus KT188321 Palestine Talal et al., 2015
50 S. fuscus KT188304 Palestine Talal et al., 2015
51 S. fuscus KT188302 Palestine Talal et al., 2015
52 S. fuscus KT188287 Palestine Talal et al., 2015
53 S. propinquus KT188279 Palestine Talal et al., 2015
54 S. fuscus KT188215 Palestine Talal et al., 2015
55 S. maurus KF953944 Turquie Sipahi et al., 2013
56 S. maurus KF997867 Turquie Sipahi et al., 2013
57 S. Kruglovi KT188319 Palestine Talal et al., 2015
58 S. Kruglovi KT188317 Palestine Talal et al., 2015
59 S. Kruglovi KT188315 Palestine Talal et al., 2015
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60 S. fuscus KT188303 Palestine Talal et al., 2015
61 S. fuscus KT188301 Palestine Talal et al., 2015
62 S. fuscus KT188300 Palestine Talal et al., 2015
63 S. propinquus KT188280 Palestine Talal et al., 2015
64 S. fuscus KT188285 Palestine Talal et al., 2015
65 S. fuscus KT188271 Palestine Talal et al., 2015
66 S. propinquus KT188261 Palestine Talal et al., 2015
67 S. maurus KF997872 Turquie Talal et al., 2015
68 S. Kruglovi KT188318 Palestine Talal et al., 2015
69 S. Kruglovi KT188316 Palestine Talal et al., 2015
70 S. propinquus KT188283 Palestine Talal et al., 2015
71 S. propinquus KT188282 Palestine Talal et al., 2015
72 S. propinquus KT188281 Palestine Talal et al., 2015
73 S. fuscus KT188289 Palestine Talal et al., 2015
74 S. propinquus KT188284 Palestine Talal et al., 2015
75 S. propinquus KT188278 Palestine Talal et al., 2015
76 S. fuscus KT188274 Palestine Talal et al., 2015
77 S. propinquus KT188268 Palestine Talal et al., 2015
78 S. propinquus KT188267 Palestine Talal et al., 2015
79 S. propinquus KT188266 Palestine Talal et al., 2015
80 S. propinquus KT188262 Palestine Talal et al., 2015
81 S. propinquus KT188298 Palestine Talal et al., 2015
82 S. propinquus KT188265 Palestine Talal et al., 2015
83 S. propinquus KT188264 Palestine Talal et al., 2015
84 S. propinquus KT188260 Palestine Talal et al., 2015
85 S. propinquus KT188263 Palestine Talal et al., 2015
86 S. propinquus KT188222 Palestine Talal et al., 2015
87 S. maurus-palmatus AY156585 Palestine Talal et al., 2015
88 S. maurus MK814930 Palestine Talal et al., 2015
89 S. palmatus KT188310 Palestine Talal et al., 2015
90 S. maurus KF997870 Palestine Talal et al., 2015
91 S. palmatus KT188357 Palestine Talal et al., 2015
92 S. palmatus KT188306 Palestine Talal et al., 2015
93 S. palmatus KT188362 Palestine Talal et al., 2015
94 S. palmatus KT188348 Palestine Talal et al., 2015
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95 S. palmatus KT188363 Palestine Talal et al., 2015
96 S. palmatus KT188353 Palestine Talal et al., 2015
97 S. palmatus KT188352 Palestine Talal et al., 2015
98 S. palmatus KT188350 Palestine Talal et al., 2015
99 S. palmatus KT188349 Palestine Talal et al., 2015
100 S. palmatus KT188343 Palestine Talal et al., 2015
101 S. palmatus KT188337 Palestine Talal et al., 2015
102 S. palmatus KT188335 Palestine Talal et al., 2015
103 S. palmatus KT188334 Palestine Talal et al., 2015
104 S. palmatus KT188332 Palestine Talal et al., 2015
105 S. palmatus KT188331 Palestine Talal et al., 2015
106 S. palmatus KT188359 Palestine Talal et al., 2015
107 Hottentotta saulcyi KU341989 Iran

Oshaghi et al., 2015
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Annexe :  résultat de  délimitation des especes via  ASAP
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Annexe 7: Résultat de délimitation des especes via mPTP
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Résumé

Le genre Scorpio appartenant a la famille des Scorpionidae est parmi les genres qui ont une
importance médicale, malgré ca on sait tres peu de recherches concernant diversité génétique au sein de ce
genre. Le développement de la systématique moléculaire et I’exploitation des données fournis par I’ADN et
les codes-barres ainsi I’amélioration des outils de la bioinformatique a été appliquée dans la valorisation de
la biodiversité des déférents organismes et la précision du statut taxonomique de déférentes especes. Cette
étude scientifique s'attache a tester les faisabilités du code-barres d’ADN par un marqueur unique CO1
mitochondrial dans l'identification moléculaire des espéces du genre Scorpio. Nous avons collectées un total
de 106 séquences du gene COI pour 6 especes du genre Scorpio identifiées morphologiquement et
phylogénétiquement par les chercheures. Nous présentons les données dans un arbre phylogénétique, qui
suggere la paraphélie pour la plupart des especes a I’exception de I’espéce S. kruglovi qui était
monophylique. Nous avons utilisé notre nouvel ensemble de données pour générer une liste du mOTUs
actualisée pour les séquences. Les délimitations moléculaires des espéces (mPTP, BINs, ASAP) ont bien
fonctionnés pour la plupart des especes, a I'exception de ceux qui font partie des S. maurus ce qui
confirme les théories antérieures selon lesquelles Scorpio maurus est une espéce primitive qui
contient un complexe d'especes.

Mot clé : Scorpio ; Code-barres ADN ; COI mitochondrial ; Arbre phylogénétique ; Délimitation des
especes.

Abstract

The genus Scorpio belonging to the family Scorpionidae is among the genera of medical importance,
yet very little research is known about genetic diversity within this genus. The development of molecular
systematics and the exploitation of DNA and barcode data as well as the improvement of bioinformatics
tools has been applied in the enhancement of the biodiversity of deferent organisms and the precision of the
taxonomic status of deferent species. This scientific study aims to test the feasibility of DNA barcoding by a
single mitochondrial CO1 marker in the molecular identification of species of the genus Scorpio. We
collected a total of 106 COI gene sequences for 6 species of the genus Scorpio identified morphologically
and phylogenetically by the researchers. We present the data in a phylogenetic tree, which suggests
paraphily for most species except for S. kruglovi which was monophyletic. We used our new dataset to
generate an updated mOTUs list for the sequences. Molecular species delineations (mPTP, BINs, ASAP)
worked well for most of the species, with the exception of those that are part of S. maurus, confirming
previous theories that Scorpio maurus is a primitive species that contains a species complex.

Keyword: Scorpio; DNA barcoding; mitochondrial CO1; phylogenetic tree; species delineation
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