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Résumeé

Ce travail porte sur I'étude des ailes de Glossina palpalis palpalis conservées dans I'éthanol & 70°. Les
musées utilisent en général I'éthanol pour la conservation des organismes biologiques, en particulier des
collections hiologiques. Cette étude a pour but d’évaluer I'effet de I'éthanol @ 70° sur la conservation des ailes ef de
montage des ailes d I'aide de la MG. Un total de 43 glossines mdles et femelles (Glossina palpalis palpalis) ont é1é
capturées a I'aide des pieges “Vavoua”. Les ailes ont été posées sur une lame, puis numérisées et montées
entre lame et lumelle et numérisées a nouveau. Les mémes ailes ont été conservées dans I'éthanol séchées,
numérisées sans lamelle puis montées entre lame et lamelle et numérisées a nouveau. Les résultats obtenus
montrent que I'éthanol et les lamelles augmentent la taille des ailes. En plus, I'étude de I'analyse
discriminante (AD) montre une séparation du groupe dont les ailes ont été conservées dans I'éthanol. L'étude
des distances de Mahalanobis (MD) sont en générale grande avec une différence significative (p < 0,05). Les
résultats de cette étude ont permis de montrer que la conservation des ailes de glossines dans I'éthanol et la
pression que les lamelles exercent sur les ailes ont un effet sur les propriétés physiques des ailes. Les systématiciens,
les chercheurs devraient tenir compte de ces résultats pour éviter de donner des conclusions erronées.

Mots-clés : morphométrie géométrique, Glossina palpalis palpalis, analyse discriminante.

Abstract

Impact of ethanol in the conservation and mounting of the wings by geometric morphometry
study : case of the wings of Glossina palpalis palpalis (Robineau-Desvoidy, 1830)

This work concerns the study of the wings of Glossina palpalis palpalis preserved in ethanol at 70 °. Museums
generally use ethanol for the conservation of biological organisms, in particular biological collections. The
purpose of this study is to assess the effect of ethanol at 70 ° on wings conservation and mounting using MG.
A total of 43 male and female tsetse flies (Glossina palpalis Palpalis) were captured using the " Vavoua "
traps. The wings were digitized placed on a digitized blade then mounted within slides and coverslips and
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scanned again. The same wings were kept in dried ethanol, scanned without coverslips, then mounted within
slides and coverslips and scanned again. The obtained results show that ethanol, and the coverslips increase
the size of the wings. In addition, the study of discriminant analysis (DA) shows a separation of the group
whose wings have been preserved in ethanol. The study of Mahalanobis Distance (MD) are generally large
with a significant difference (p < 0.05). The results of this study make it possible to show the conservation of
the tsetse wings in ethanol and the pressure that the coverslips exert on the wings have an effect on the
physical properties of the wings. Systematicians, researchers should take these results into account to avoid
giving erroneous conclusions.

Keywords : geometric morphometry, Glossina palpalis palpalis, discriminant analysis.

1. Introduction

La nervation des ailes d’insecte sont des marqueurs morphométriques connus depuis plusieurs années et
utilisés pour I'identification de différents insectes [1 - 3]. Ces marqueurs ont été utilisés sur des matériaux
de collections et sur les ailes d’autres insectes pour répondre @ des questions taxonomiques grdce a la
morphométrie [4 - 6]. Cet outil est largement utilisé dans plusieurs domaines de la biologie. Elle permet
d'identifier des variations biologiques de forme gréice d des statistiques multivariées [3, 7, 8]. Cette science
est définie comme I'étude de I'analyse de la forme et de la taille d’une structure biologique ou non [9]. En
recherche biologique, les études morphométriques sont devenues trés attrayantes grdce aux nouveaux outils
statistiques [10, 11]. Pour la conservation de certains échantillons de prototypes dans les musées, |'éthanol
d 70 % ou le formaldéhyde a 10 % sont souvent utilisés pour conserver des prototypes. En effet, I'éthanol
est un liquide capable de prévenir le changement dans les tissus et de maintenir la rigidité et I'intégrité des
échantillons fixés en vue d’'une exposition @ long terme, pour des études morphométriques d’identification
ultérieure [12]. Les lamelles sont de petites plaques de verre minces utilisées pour couvrir les objets, pour
un examen microscopique. Des études ont été réalisées pour montrer des variations de taille et de forme
aprés la conservation des échantillons dans de I'éthanol [13]. Plusieurs liquides peuvent &tre utilisés pour la
conservation d’un échantillon, chacun présentant des avantages et des inconvénients. L'alcool d 70 %
(éthanol) est trés utilisé par les systématiciens pour la conserver les organes biologiques. La conservation
des ailes de glossines dans I'éthanol a 70 % pourrait-elle modifier la taille, la forme voir la systématique des
glossines ? &. p. palpalis[14] est une espéce trouvée dans la moitié sud de la Cate d’lvoire [15] et est vecteur
de la trypanosomiase humaine africaine et de la trypanosomose animale africaine. &. p. palpalis sont les
principaux vecteurs des trypanosomes responsables de la maladie du sommeil. Ces vecteurs sont
généralement présents dans les végétations situées a proximité des zones humides
(points d’approvisionnement naturel d’eau), d la périphérie des villages. Ils colonisent parfois les plantations
de cacao, café et de noix d’acajou etc [16]. Les études de morphométrie géométrique sont capables d’identifier
de petites variations sur la forme et la taille des organes lorsqu’ils sont conservés dans des liquides de
conservation comme I'éthanol a 70 %. Ce liquide pourrait avoir un impact important sur ces organes qui
pourrait induire des modifications importantes sur leur systématique. Ainsi, cette étude vise a quantifier
I'impact de I'éthanol et de la lamelle sur la morphologie des ailes de glossines.
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2. Matériel et méthodes
2-1. Zone d'étude

Boblénou est village situé & environ 10 kilométres de la ville de Bouaké, & 7 © 45'23 " de latitude nord et d 4
°59'50 " de longitude ouest (Figure 7). Ce village est situé dans une zone de transition climatique avec 2
ou 4 saisons. Les pluies sont généralement réparties sur 10 mois, de février d novembre. La précipitation
annuelle moyenne et la température au cours de 'année étaient respectivement de 981,80064 mm et de
26,2°C (SODEXAM, 2015). Le village Boblénou hénéficie d’une végétation conservée avec la présence d'une
forét galerie. La forét galerie est composée de bhois de Tecks (7ectona grandis) et bois d’acacias
(Cassis siamea). Les porcs vivent en divagation dans le village. Tous ces facteurs cités offrent aux glossines
un biotope idéal et des sources en protéine pour leur développement.

2-2. Echantillonnage des glossines

Les glossines de cette expérience ont été capturées a Boblénou en décembre 2015 a I'aide de 28 piéges
Vavoua (Figure 1) pendant deux jours consécutifs. Une seule espece (Glossina palpalis palpalis) a été
capturée avec un total de 43 individus dont 23 femelles et 20 mdles. Les ailes de chaque individu ont été
numérisées a sec (c'est-a-dire sans alcool sans lame puis entre lame et lamelle). Ce qui a permis de former
quatre groupes : 1: Avec alcool avec lamelle, 2: Sans alcool avec lamelle, 3: Avec alcool sans lamelle, et 4:
Sans alcool sans lamelle. Les mémes ailes numérisées a sec ont été introduites dans des tubes Eppendorf
(1,5 mL), puis de I'éthanol @ 70 ° y a été ajouté. Les ailes y sont restées pendant deux mois. A la fin des deux
mois, les ailes ont été enlevées et séchées (Figure 2)a température ambiante pendant cing jours.
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Figure 1: Zone d'étude
2-3. Méthode de séchage des ailes retirées de I'éthanol a 70 °

Les ailes ont été délicatement retirées de I'éthanol avec une pince et placées sur la paroi interne supérieure
des tubes eppendorf (juste au-dessus du niveau de I'alcool) et les tubes ont ensuvite été vidés. Les ailes sont
restées fixées sur la paroi interne des tubes pendant cing jours d température ambiante. Elles ont ensuite été
récupérées, numérisées d’'abord sans lamelle, puis entre lamelle (Figure 2) Toutes les ailes ont été
numérisées a la résolution 2048 x 1536 pixels a I'nide d’'une loupe binoculaire grdce d une caméra
(Dino-Lite - AM7023B(R4) www.dino-lite.eu ) connectée a un ordinateur et au méme grossissement (X 0,7). Les
analyses ont été effectuées avec le fichier " coord ... _DB.ixt".
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a- Ailes de glossines conservées dans I'alcool et dans des boites de rangement

b- Adles de glossines immergées dans l'alcool ~ ¢- Tube eppendorf vide de I'alcool

Figure 2 : Séchage des ailes de tsé-1sé deux mois aprés immersion dans /' alcool

2-4. Digitalisation

Pour les ailes, onze points-repéres ont été posés aux intersections des nervures [17]. Les coordonnées de
chaque points-repéres (ailes) ont été converties en millimétre. L'approche la plus largement utilisée en
morphométrie géométrique avjourd'hui est I'analyse des conformations par les points-repéres [3, 18]. Le
choix des points-repéres est basé sur les critéres d’homologie, C'est-a-dire que chaque point sélectionné sur
I'aile doit €tre repérable de facon certaine sur toutes les ailes inclus dans I'étude [19]. Ces points-repéres
sont décrits par un ensemble de coordonnées en deux dimension (x, y) ou trois dimensions (x, y, z) [20]. Les
points-repéres choisis sur les ailes sont tous homologues d toutes les ailes, ils ont été posés aux intersections
des nervures alaires dans le méme ordre (Figure 3). La forme de I'uile était représentée par les projections
orthogonales de spécimens alignés sur le plan euclidien tangent a la forme consensuelle, également appelés
résidus de Procrustes (analyse de Procrustes généralisée, ou GPA) [21].

B2 X L

Figure 3 : Djgitalisation des ailes femelles de G. p. palpalis avec 11 points repéres
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2-5. Analyse des données

La digitalisation des ailes a été réalisée a I'aide du CLIC 98. L'analyse des données a été réalisée d 'aide du
programme en ligne XYOM [22] https://xyom.io. Les valeurs moyennes de la taille centroide des ailes entre
les espices ont été examinées & I'aide de tests de permutation non paramétriques (1000 tours), avec la
correction de Bonferroni a p < 0,05. La différence de forme entre chaque groupe a été mesurée a partir d'une
analyse discriminante, illustrée par une carte factorielle. Les distances de Mahalanobis ont été mesurées
entre miles et femelles deux @ deux avec la correction séquentielle de Bonferroni a p < 0,05.

3. Résultats

3-1. Variation de la taille des ailes

Dans I'ensemble, I'analyse du Tableav T montre que les individus “Avec alcool avec lamelle” dont les ailes
ont été conservées dans I'éthanol ont une moyenne de taille centroide plus grande que les groupes “Sans
alcool avec lamelle”, “Sans alcool sans lamelle”, cela avec une différence non significative chez les miles
comme femelles (Tableav 1). Cependant, chez les femelles le groupe “Avec alcool avec lamelle” avait une
moyenne de taille centroide plus grande que le groupe “Avec alcool sans lamelle” avec une différence
significative (Tableav 1) En outre le groupe “Sans alcool avec lamelle” a une moyenne de taille centroide
plus grande par rapport au groupe “Avec alcool sans lamelle”, le groupe “Sans alcool sans lamelle” a une
moyenne de taille centroide plus grande que le groupe “ Avec alcool sans lamelle” avec une différence non
significative (Tableav 1). Chez les miles les groupes “Avec alcool sans lamelle” et “Avec alcool avec
lamelle” ont une taille centroide plus grande que le groupe * Sans alcool sans lamelle” avec une différence
non significative (Tableav 1). De fagon générale, 'impact de I'éthanol et la lamelle augmentent la taille des
ailes de glossine avec une différence non significative chez les méles comme les femelles.

Tableau 1: Comparaison entre les moyennes (M) de la taille du centroide des ailes de 6. p. paljpalis, enfre
les groupes suivants : 1 : avec alcool avec lamelle, 3 : avec alcool sans lamelle, 2 : sans alcool
avec lamelle et 4 : sans alcool sans lamelle. Correction séquentielle de Bonferroni * p < 0,05

Groupes miles M M p  Groupes femelles M M p

Entre 1-2 6,956 6,901 0,618 Entre 1-2 7,710 7,647 0,202
Entre 1-3 6,956 6,923 0,764 Entre 1-3 7,710 7,572 0,002*
Entre 1-4 6,956 6,886 0,546 Entre 1-4 7,710 7,629 0,07

Entre 2-3 6,901 6,923 0,834 Entre 2-3 7,647 7572 0,109
Entre 2-4 6,901 6,886 0,897 Entre 2-4 7,647 17,629 0,710
Entre 3-4 6,923 6,886 0,741 Entre 3-4 7,572 17,629 0,165

3-2. Variation de la forme des ailes

Avant I'étude de I'analyse discriminante, lu Figure 4 des objets moyens de I'analyse généralisée de
Procrustes montre un chevauchement imparfait des points-repéres dans certaines parties de l'aile, en
particulier celles entourées en rouge. La superposition imparfaite montre une différence de forme entre les
différents groupes de cette étude. L’étude de I'analyse discriminante effectuée chez les méles comme les
femelles des quatre groupes sont représentées par des polygones de couleurs différentes. Ainsi, les
Figures 5 et 6montrent quatre groupes représentés par des polygones de couleurs différentes: “Avec alcool
sans lamelle” (en rouge), “"Avec alcool avec lamelle” (en violet), “Sans alcool avec lamelle” (en jaune) et
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“Sans alcool sans lamelle” (en vert). L'analyse de la carte factorielle de I'AD montre que le groupe “Avec
alcool sans lamelle” se sépare correctement des trois autres groupes : “Avec alcool avec lamelle”, “Sans
alcool avec lamelle” et “Sans alcool sans lamelle™. En plus, les groupes “Sans alcool sans lamelle” et “Sans
alcool avec lamelle” se superposent I'un sur I'autre. Les quatre groupes se comportent comme s'ils
appartenaient a des taxons différents. Les Distances de Mahalanobis (DM) calculées entre groupes deux d
deux chez mdles comme les femelles, et soumises @ la correction séquentiel de Bonferroni par le test de
permutation a 1000 tours (distances significatives a un risque de 5 % si p < 0,0083), sont en générales
grandes et significatives entre tous les groupes (# = 0,0001). Cette distance de Mahalanobis était petite et
non significative (»> 0,05) entre les groupes “Sans alcool avec lamelles™ et “Sans alcool sans lamelles™ chez
les mdles comme les femelles (Tableav 2). En plus, la DM était petite entre les groupes : “Avec alcool avec
lamelle” e7*Sans alcool avec lamelle” avec une différence non significative (Tableav 2).

Mean Objects

-0.4 -0 ( ).4
Avec alcool avec lamelles *- Avec alcool sans lamelles
Sans alcool avec lamelles Sans alcool sans lamelles

Figure 4 : "Mean objects” obtenus aprés 'analyse généralisée de Procrustes et montrant la superposition
des points-repéres

Analyse Discriminant des femelles

-2 0

3
[
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o

Avec_alcool_avec_lamelles ® Avec alcool sans lamelles

Sans_alcool_avec_lamelles Sans_alcool_sans_lamelles

Figure 5 : Carte factorielle de 'analyse discriminante des groupes de femelles
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Analyse Discriminant des males

Avec_alcool_avec_lamelles

Sans_alcool_avec_lamelles

® Avec_alcool_sans_lamelles
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Figure 6 : Carte factorielle de |'analyse discriminante des groupes méles

Tableav 2 : Distances de Mahalanobis (DM) entre les groupes mdles et femelles, avec correction
séquentielle de Bonferroni. | : avec alcool et avec lamelle, 3 : avec alcool et sans lamelle,
2 : sans alcool et avec lamelle et 4 : sans alcool ef sans lamelle. * P < 0,05

Distance de Mahalanobis entre groupes Distance de Mahalanobis entre groupes

femelles 2 a 2 miiles 2 a 2
DM entre R A Lo
Groupes temelles Test a partir de p < 0,0083 DM entre mdles  Test a partir de p < 0,0083
Entre 1 et 2 1,89 0,036000 2,27 0,009000*
Entre 1 et 3 524 0,000001* 535 0,000001*
Entre 1 et 4 292 0,000001* 2,86 0,000001*
Entre 2 et 3 535 0,000001* 5,03 0,000001*
Entre 2 et 4 1,64 0,155000 1,61 0,368000
Entre 3 et 4 595 0,00001* 557 0,000001*

4. Discussion

L'impact de I'éthanol et de la lamelle ont 616 testés en utilisant une approche de morphométrique géométrique
appliquée aux ailes de Glossina palpalis palpalis appartenant av genre Nemorhina(ou groupe palpalis). Cette
étude a permis de montrer que I'éthanol & 70° et la lamelle couvre-objet modifient la forme et la taille des
glossines. Une aile de glossine est formée par la juxtaposition de deux couches épidermiques avec une couche
dorsale et ventrale. La couche ventrale est Iégerement incurvée (concave) tandis que la couche dorsale est
arrondie de I'extérieur (convexe). La conservation des ailes dans I'éthanol pendant deux mois a entrainé une
modification de I'uile qui pourrait &tre @ la base de la variation de la forme et de la taille de I'aile. L'éthanol
a 6té testé chez des mammiferes pour mesurer son effet sur la reproduction. L'étude a montré que I'éthanol
provoque des changements de diamétre dans la structure des tubes séminiféres chez le lapin [23, 24],
contrairement aux ailes, I'éthanol provoque une atrophie testiculaire et conduit @ une infertilité masculine
[25]. Cette étude a montré que la conservation des ailes dans I'éthanol modifie la conformation des ailes.
L'idée de conserver des ailes dans I'éthanol pourrait affecter les études qui cherchent d identifier ou & établir
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la systématique (dimorphisme sexuel, identification d'espéces cryptiques et d'espéces inconnues) des
especes. Les résultats de cette étude sont similaires a ceux publiés par [12, 26 - 29]. Les travaux réalisés par
[30, 31] sur Gadvs morhua, une espéce de poisson au stade juvénile a montré un rétrécissement de la taille
des poissons sous I'impact de I'éthanol. Lorsque les ailes de glossines sont isolées, elles ne possédent pas la
propriété d’une feville de papier rame parfaitement plate sans défaut superficiel. Au contraire, toutes les
ailes des glossines sont concaves, c'est-d-dire que la surface présente un intérieur arrondi et convexe de
I'extérieur. Cette surface concave et convexe de I'extérieur est similaire pour toutes les ailes de glossines.
Une fois I'aile immergée dans I'éthanol pendant une longue période, par exemple deux mois, comme dans
cette étude, les ailes ont tendance a se transformer en une surface plane et cette modification de la surface
de l'aile est a la base de 'augmentation de la moyenne de la taille centroide par rapport aux groupes dont
les ailes n’ont pas été immergées dans I'éthanol. Les ailes des glossines sont naturellement caractérisées par
une surface concave de l'intérieur et convexe de I'extérieur, lorsque les ailes sont montées entre lames et
lamelles et fixées a 'aide d’'une bande adhésive transparente cela modifie la surface naturelle des ailes qui
deviennent plus ou moins planes. Le poids des lamelles sur les ailes serait a la base de I'augmentation de la
moyenne de la taille centroide, mais cette augmentation n’est pas statistiquement significative. Cependant,
chez les femelles entre les groupes “Avec alcool avec lamelle™ et “Avec alcool sans lamelle” I'augmentation
de la taille est significative. L'étude des * Mean objects’ montre une superposition imparfaite des groupes
d’especes, cela serait d0 d I'impact de I'éthanol et de la lamelle qui exercent une pression sur les ailes en
modifiant leur incurvation naturelle. L'étude de I'analyse discriminante (AD) permet de discriminer les
groupes. En effet, le groupe “Avec alcool sans lamelle” se sépare nettement des autres groupes. Cependant,
le groupe “Avec alcool avec lamelle” est quant d lui trés proche des groupes “Sans alcool sans lamelle” et
“Sans alcool avec lamelle” cela serait d0 au poids des lamelles sur les ailes.

En effet, les lamelles exercent une pression sur les ailes ce qui serait a la base de la variation de la forme de
I'aile. En plus, les groupes d’individus se comportent comme si I'autre groupe appartenait a un groupe d’une
autre espece. L'étude I'AD montre que I'effet de I'éthanol et des lamelles sur les ailes des mémes espéces de
glossines entraine des modifications de la forme des ailes des glossines, cela en présentant les groupes
comme provenant de taxons différents. Cette observation est similaire aux travaux de [27] qui ont montré
que I'effet de I'éthanol & 70 % provoque des variations de forme des poissons par rapport aux poissons qui
ne sont pas conservés dans le méme liquide. Les distances de Mahalanobis entre groupe mdles et femelles
deux d deux dans cette étude sont en générales grandes et significatives sauf entre les groupes “Sans alcool
avec lamelle” et “Sans alcool sans lamelle™ ; et entre les groupes “Avec alcool avec lamelle” et “Sans alcool
aveclamelle”. Les résultats des distances de Mahalanobis s’expliquent par le fait que les lamelles et I'éthanol
exerceraient une pression sur les ailes ce qui entraine une variation de la forme des ailes. Le fait que les DM
soient grandes avec des différences significatives entre les groupes montrent I'impact de I'éthanol et des
lamelles. Cette observation concorde avec I'étude effectuée sur I'appareil reproducteur des lapins [32]. En
effet, chaque groupe se présente comme appartenant a des taxons différents. Les résultats obtenus sont trés
importants dans un contexte d’identification des espéces cryptiques, d’espéces inconnues et pour établir la
systématique des organismes. En effet, I'éthanol défait I'incurvation naturelle des ailes sous le poids des
lamelles couvre-objet. Aussi, des individus de collections biologiques dans les muséums sont conservés
souvent dans des liquides (le formol et I'éthanol etc.) et sont utilisés pour identifier les spécimens parfois
difficiles a identifier. Vu I'impact que I'éthanol a sur les ailes de glossines, la morphométrie se présente
comme une approche appropriée pour identifier toutes variations de la forme des organismes. Pour ce faire,
certaines précautions devraient @tre prises pour tirer des conclusions sur ce type d’étude. L’entomologiste
doit vérifier si les organes ou organismes a identifier ont été conservés dans de I'éthanol.
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5. Conclusion

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que la conservation des ailes de glossines dans I'éthanol, et
la pression que les lamelles exercent sur les ailes ont un impact sur les propriétés physiques des ailes. En
effet, 'impact de I'éthanol sur les ailes engendre une modification de la conformation et de la taille des ailes,
cette modification a un impact sur la systématique de I'espéce. L'étude de la moyenne de la taille centroide
montre que I'éthanol et les lamelles augmentent la taille normale des ailes de glossines, mais avec une
différence non significative de I'ensemble. En plus, I'étude de I'AD et des distances de Mahalanobis montrent
que I'éthanol et les lamelles modifient la forme normale des ailes de glossines avec une différence
significative. Concernant les lamelles, elles peuvent &tre utilisées a condition qu’elles soient toutes de la
méme épaisseur. Pour une bonne identification des especes de glossines ou d’insectes les résultats de cette
étude préconise de conserver les ailes d sec avant toute étude de morphométrie géométrique.
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