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PREAMBULE

A l'issue de mes études d'ingénieur, je me suis tournée vers la recherche, dans le domaine de
I'écologie et de I'évolution des relations plantes-insectes. J'ai ainsi acquis au cours de mon
DEA et de ma thése des compétences en écologie de terrain, en écologie des communautés et
en phylogénie moléculaire sur un modele biologique bien particulier, le systétme Ficus -
Agaonides pollinisateurs et communautés d'insectes non-pollinisateurs associées. Je suis
ensuite partie en post-doc a l'université de Rochester (NY, Etats-Unis) pour étudier la
diversité infra-spécifique de plusieurs especes du genre Lycopersicon (les espéces proches de
la tomate). Le lecteur trouvera dans la liste de publications, a la fin de ce document, les
productions issues de cette période de ma carriere. Cependant, je présenterai ici uniqguement la
synthése des résultats obtenus au cours des dix dernieres années, depuis mon recrutement en

tant que Chargeée de Recherche en 1999.

Contexte du recrutement et missions confiées

A T'INRA (Institut National de la Recherche Agronomique), les recherches en
entomologie concernent principalement deux départements scientifiques, Santé des Plantes et
Environnement (SPE) et Ecologie des écosystemes Forestiers, Prairiaux et Aquatiques
(EFPA). Si la composante infra-spécifique de la diversité est étudiée depuis longtemps chez
les insectes des milieux anthropisés dans le département SPE, ce niveau d’organisation n’est
réellement pris en compte que depuis une dizaine d’années en ce qui concerne les insectes des
milieux "naturels" a EFPA. De 1995 a 1998, seul C. Burban, alors IE2 a I’INRA de Pierroton,
développait des analyses de diversité intra-spécifique (phylogéographie de la cochenille du
pin maritime et de ses prédateurs). Ce n’est qu’a partir de 1998 que des postes de chercheurs
ont été ouverts, tous a I’INRA d’Orléans, dans le domaine de la génétique des populations en
entomologie forestiere (2 postes CR2 pourvus en 1999, 1 en 2000, 1 poste de CR1 en 2005).
L’essor de ces approches est donc relativement récent au sein du département. C’est dans ce
contexte de démarrage d’une activité nouvelle que je suis arrivée en avril 1999 a I'INRA
d'Orléans dans I'Unité de Recherches en Zoologie Forestiere (URZF). La mission qui m'a
alors été confiée était de construire un pdle d'étude de la diversité génétique des insectes
forestiers, afin de replacer les études menées par nos collégues écologistes dans un contexte



de biologie évolutive (approche jusqu'alors inexistante), de prendre en compte explicitement
les notions de génétique des populations, et de considérer la variabilité des populations
naturelles d'insectes. En effet, si le polymorphisme infra-spécifique des plantes-hotes était
alors largement étudié, la variabilité phénotypique et génétique des insectes associés n'était

pas prise en compte dans les travaux en cours.

Entre 1999 et 2001, j'ai donc installé un laboratoire de biologie moléculaire au sein de
I'URZF, avec l'aide de ma collegue CR2 Marie-Anne Auger-Rozenberg qui s'est alors formée
sous ma responsabilité aux techniques d'analyse de I'ADN (extraction, amplification,
séquencage). Nous nous sommes chargées du choix et de I'acquisition de tous les matériels et
consommables, de la gestion du laboratoire et de la formation des utilisateurs jusqu'au
recrutement de E. Magnoux (Al) en 2002. Ce laboratoire s'appuyait en partie sur les
installations de 1'Unité voisine d'Amélioration, Génétique et Physiologie des Arbres
Forestiers. Jusqu'en 2001, date d'acquisition d'un séquenceur 16 capillaires ABI 3100 sur le
centre d'Orléans, les activités de séquencage ont été développées dans le laboratoire
Populations, Génétique et Evolution (PGE, actuellement LEGS) du CNRS de Gif-sur-Yvette,
sur le séquenceur automatique ABI 373 de cette Unité. Nous avons petit a petit démarré des
projets sur les modeéles biologiques principaux de I'URZF, soit les Hyménopteres
séminiphages du genre Megastigmus, les Coléoptéres xylophages (Scolytes principalement)
puis, aprés le recrutement de Jérome Rousselet en septembre 2000, la processionnaire du pin
Thaumetopoea pityocampa (et especes proches). Du fait de mes compétences et de mon
expérience en matiére de marqueurs moléculaires, j'ai assuré la coordination de ces travaux et
I'animation du péle jusqu'en 2004, date de ma mutation vers I'INRA de Bordeaux. Les
objectifs scientifiques et les questions posées sont bien entendu un peu différents selon les
modeles biologiques étudiés, mais peuvent étre regroupés en trois grands thémes: (i)
phylogénie et systématique moléculaire; (ii) analyse de la distribution spatiale de la diversité
génétique a I'échelle de l'aire de distribution (phylogéographie); (iii) analyse fine de la
structure génétique des populations a une échelle locale ou régionale. Quelle que soit I'échelle
considérée, la question des rbles respectifs de la plante hote et des barriéres naturelles
(geographiques) dans la structuration des populations a été posée pour tous les modeles
biologiques considérés. Les efforts se sont d'abord portés vers la conception et la mise en
ceuvre de plans d'échantillonnage adaptés aux questions posées, ainsi que vers la mise au
point de marqueurs moléculaires spécifiques (séquencages de fragments de genes utilisables

aux niveaux phylogénétiqgue et phylogéographique, et mise au point de marqueurs



microsatellites pour les espéces que I'on souhaitait étudier a une échelle fine). Cela se traduit
par la parution de plusieurs notes techniques en 2003 et 2004, avant que des études plus
ambitieuses ne soient lancées et n'aboutissent a des publications de phylogénie,

phylogéographie ou de génétique des populations.



INTRODUCTION

Connaitre le statut taxonomique et I'histoire évolutive des modeles biologiques sur lesquels
sont menes des projets de recherche est important & plus d'un titre. Chez les insectes, dont
I'identification morphologique est parfois problématique, il est primordial de bien caractériser
les organismes étudiés afin de mettre en place des plans d'échantillonnage ou
d'expérimentation adaptés, et de ne pas tirer de conclusions erronées (que ce soit en terme de
biogéographie, d'écologie, de caractérisation des spectres d'hotes, d'estimation des risques de
dégats etc.). Les marqueurs moléculaires neutres (ou supposés tels) peuvent se réevéler
précieux pour détecter des especes cryptiques, mettre en évidence des complexes d'especes,
ou identifier des populations structurées au sein d'espéces. Les études phylogénétiques et/ou
phylogéographiques permettent de plus d'obtenir un cadre pour appréhender I'évolution des
traits d'histoire de vie et interpréter les différences observées entre populations (adaptation
locale a I'héte, résistance a la chaleur ou au froid, phénologie, capacités de dispersion...). Ces
données sont également importantes pour analyser et interpréter les patrons de diversité
génétique obtenus sur des marqueurs supposés non-neutres. Lorsque j'ai démarré mes projets
de recherche en entomologie forestiére, je me suis appuyée sur les concepts de la biologie
évolutive et de la phylogéographie pour décrire la diversité génétique neutre des organismes

que nous étudions. Ces concepts sont brievement présentés ci-dessous.

Spéciation allopatrique, sympatrique, écologique.

Pour comprendre I'évolution et le fonctionnement des espéces et des populations naturelles, il
est important de connaitre les facteurs limitant ou favorisant les flux de génes. Des barrieres
naturelles, telles que des massifs montagneux, des rivieres, des bras de mer (...), peuvent
séparer les individus d'une méme espéce en populations plus ou moins isolées. Des
caractéristiques intrinseques des organismes peuvent également jouer un réle important dans
la structuration de populations distinctes (capacités de dispersion, adaptation au milieu...). La
sélection naturelle et la dérive génétique sont alors les deux forces principales qui pourront,
avec le temps, amener a une différentiation génétique des populations. A terme, ce processus
peut aboutir a la formation de deux espéces; on parle alors de spéciation allopatrique.
Cependant, il existe des cas ou l'isolement des populations peut exister sans séparation
géographique (différentiation voire spéciation sympatrique). Dans le domaine de la biologie

évolutive, la question de I'existence méme dans la nature de cas de spéciation sympatrique a



longtemps éte sujet a debats (Turelli et al., 2001; Via, 2001). Depuis quelques années, il a été
proposé que les modéles de spéciation soient plutdt discutés en termes de mécanismes sous-
tendant I'évolution de l'isolement reproducteur plutdt sur la base de la géographie (Schluter,
2001; Via, 2001). En particulier, si les barriéres aux flux de génes sont principalement liées a
une sélection divergente liée a des caractéristiques écologiques (adaptation au milieu, risque
de prédation, ressources trophiques...), on parle de "spéciation écologique” (Schluter, 2001;
Rundle & Nosil, 2005). Chez les insectes phytophages, il a par exemple été démontré que la
plante-héte pouvait jouer un role déterminant dans I'isolement des populations. En effet, dans
plusieurs cas d'especes d'insectes inféodés a plusieurs espéces de plantes, il s'est avéré que les
individus se developpant sur une espéce de plante-hdte se reproduisaient préférentiellement
entre eux. Ce phénomene entraine alors la formation de "races d'hotes” (Berlocher & Feder,
2002; Dres & Mallet, 2002). Des analyses de la structuration génétique des populations ont
démontré en pratique I'existence de races d'hétes chez un certain nombre d'espéces poly- ou
oligophages, comme chez le complexe d'espéces Rhagoletis pomonella (Diptera: Tephritidae)
(Xie et al., 2008), chez le puceron du pois Acyrthosiphon pisum (Peccoud et al., 2009), ou —
pour prendre l'exemple d'un insecte forestier — la tordeuse grise du méléze Zeiraphera
diniana. Cette derniére est en effet également capable de se développer aux dépens des pins
(Pinus spp.), mais il a été démontré que les individus associés aux pins étaient génétiqguement
différents des individus associés au méléze (Emelianov et al., 2001). La spécialisation en
fonction de la plante-hdte peut étre due a I'évolution de capacités de détoxification
particulieres, par I'optimisation de la détection de I'n6te (écologie chimique), mais aussi par
des adaptations temporelles (décalages phénologiques permettant une meilleure
synchronisation avec la ressource, voir par exemple Feder & Filchak, 1999). Il existe d'autres
cas ou la date d'activité des adultes peut étre tres variable au sein d'une espéce ou d'une
population (en fonction de différences physiologiques, d'adaptation aux conditions
microclimatiques...). Dans ce cas, seuls les individus synchronisés pendant le stade adulte
pourront se reproduire entre eux. Sous certaines conditions, cela peut entrainer la
différentiation de deux groupes, appelée différentiation allochronique (Alexander & Bigelow,
1960). Cette hypothése a été émise pour des modéles biologiques variés, tels que les "cigales
périodiques” (Simon et al., 2000; Cooley et al., 2001; Ritchie, 2001), des oiseaux marins
(Friesen et al., 2007) ou des Lépidoptéeres (Santos et al., 2007; Yamamoto & Sota, 2009).



Phylogéographie et histoire Quaternaire

Par ailleurs, la distribution dans I'espace de la diversité génétique actuelle de chaque espece
est fortement influencée par son histoire, et en particulier par I'impact des cycles glaciaires du
Quaternaire (Hewitt, 2000; Hewitt, 2004). Les régions actuellement sous climat tempéré ont
en effet connu au cours de cette periode une succession d'épisodes tres froids (les glaciations)
suivis de périodes de réchauffement (interglaciaires). De maniére tres schématique, les
especes animales comme végétales adaptées aux climats tempérés n'‘ont pu survivre aux
épisodes glaciaires les plus intenses que dans des zones restreintes dans lesquelles
I'environnement restait favorable. Ces régions sont appelées refuges glaciaires et sont en
général situées en limite sud de l'aire. Pendant les interglaciaires, les individus pouvaient
recoloniser des régions ou l'environnement était a nouveau favorable. Ainsi, les aires de
distribution des espéces concernées n'ont pas été stables dans le temps, mais ont connu une
succession de contractions et d'expansions spatiales en fonction des modifications cycliques
du climat au cours du Quaternaire. L'histoire d'une espece lors de ces cycles glaciaires /
interglaciaires dépend de divers facteurs, parmi lesquels sa tolérance aux températures hautes
et basses, ses capacités de dispersion, et le fait que son développement et sa survie dépendent
ou non d'autres organismes (héte, mutualiste...). Ainsi, a l'inverse de ce qui est attendu pour
la plupart des espéces tempérées sensibles au froid, une espece sensible aux températures
élevées a pu avoir au contraire une aire de répartition restreinte lors des épisodes de
réchauffement entre deux glaciations, voire disparaitre de ses refuges glaciaires lors des
interglaciaires (Schmitt, 2007; Bhagwat & Willis, 2008). De plus, en cas de dépendance
envers une autre espéce comme c'est le cas pour les insectes phytophages, l'aire de
distribution de I'espéce est contrainte non seulement par le climat, mais aussi par la présence
d'au moins un de ses hotes.

Il est attendu que la diversité génétique ancestrale soit maintenue actuellement dans les zones
refuges et dans les zones "reliques” (régions ou l'espéce a pu survivre aux periodes glaciaires,
mais qui n‘ont pas participé aux recolonisations post-glaciaires). Dans les régions occupées
par I'espéce uniquement au cours des interglaciaires, la diversité génétique attendue dépend
du mode de dispersion de I'organisme (Nichols & Hewitt, 1994; Ibrahim et al., 1996). En cas
de dispersion leptokurtique, certains individus sont capables de dispersion longue distance
vers des niches non occupées situées loin des zones refuges. L'aire de distribution de I'espéce
s'étend alors rapidement, et les nouvelles populations ont une diversité génétique réduite du
fait d'un fort effet fondateur. Dans ce cas, la richesse allélique est d'autant plus faible que les

populations sont éloignees de la région refuge, situation que Hewitt a résume sous



I'expression "southern richness, and northern purity” (Hewitt, 1999), puisque la plupart des
zones refuges (diversifiées) sont situées dans le Sud, alors que les zones de recolonisation
génétiquement appauvries sont généralement septentrionales. A l'inverse, en cas d'expansion
par diffusion, sans événements de colonisation longue distance, I'expansion des populations
depuis les zones refuges est graduelle, et la diversité génétique est pour I'essentiel maintenue.
Ce type d'expansion est attendu pour les especes situées dans les régions sud, qui ont pu
survivre localement par des mouvements limités. Par ailleurs, des “zones de contact” ou
"zones suture™ correspondent aux régions ou des populations issues de zones refuges
différentes entrent en contact au cours des recolonisations post-glaciaires; elles peuvent
correspondre a des barrieres naturelles, mais ceci n'est pas toujours vrai. Il se peut par
exemple que I'expansion des populations issues d'un des refuges glaciaires de l'espece soit
limitée par la présence d'individus originaires d'un autre refuge (Hewitt, 1999). Les lignées
génétiques alors mises en contact ayant pu évoluer séparément pendant des temps plus ou
moins longs, les populations se trouvant au niveau des zones de contact ont souvent une
diversité génétique maximale liee a I'admixture (Petit et al., 2003). Si les cycles glaciaires du
Quaternaire ont nécessairement eu un impact sur les organismes, cet impact a pu étre différent
en fonction de l'intensité des oscillations climatiques, qui ont été plus importantes dans les
hautes latitudes. Une des prédictions est que les successions de périodes glaciaires /
interglaciaires ont pu sélectionner des espéces a plus fort pouvoir de dispersion, et donc plus a
méme de suivre les modifications rapides de l'environnement dans l'espace, ainsi que des
especes généralistes plutét que spécialistes, I'habitat de ces derniéres ayant de plus fortes
chances de disparaitre (Dynesius & Jansson, 2000). Une autre prédiction possible est que pour
les especes situées dans les régions ou les oscillations climatiques ont été plus marquées, la
différentiation génétique entre populations sera moins forte au nord qu'au sud (Pinho et al.,
2007).

La phylogéographie est une discipline relativement récente, qui vise a étudier la distribution
spatiale des lignées a l'intérieur d'une méme espéce ou entre especes trés proches (Avise et al.,
1987). Pour une synthese récente sur la discipline et ses possibles développements a venir, le
lecteur est invité a se reférer aux articles récents de Avise et de Hickerson (Avise, 2009;
Hickerson et al., 2010). De nombreuses publications concernent ce champ disciplinaire, les
études étant majoritairement meneées & l'aide de marqueurs cytoplasmiques (ADN
mitochondrial ou chloroplastique), sur des organismes tempérés (Schmitt, 2007). L'ADN

mitochondrial est transmis par les femelles, et permet de retracer I'histoire des lignées



maternelles. Chez les insectes, ce marqueur est suffisamment polymorphe pour apporter des
informations pertinentes au niveau intra-spécifique, tout en ayant des régions suffisamment
conservées pour permettre [l'utilisation d'amorces quasi-universelles et donc faciliter
I'amplification et le séquencgage de zones ciblées (Simon et al., 1994; Simon et al., 2006).
C'est un marqueur haploide, qui est donc techniquement simple a sequencer. Ces
caractéristiques expliquent que des fragments d'ADN mitochondriaux, principalement les
genes de la cytochrome oxydase 1 et 2 (COI et COIlI), mais aussi le cytochrome b ou la région
de contrdle, aient été largement utilisés dans les études de phylogéographie. Par contre, il faut
garder a l'esprit les biais qui peuvent exister lorsqu'on n'utilise que ce type de marqueur
(Rubinoff & Holland, 2005). En effet, sa variabilité reste malgré tout limitée, et son utilisation
n'est donc pas pertinente a certaines échelles, ou des marqueurs plus polymorphes doivent étre
préférés. L'ADN mitochondrial est notamment sensible a la dérive génétique du fait de la
faible taille efficace des populations. De plus, I'histoire des lignées males est ignorée, ce qui
peut induire des biais dans l'interprétation des données, en particulier si les taux de dispersion
sont différents selon le sexe. L'histoire de ce marqueur peut également ne pas refléter I'histoire
des populations d'une espece s'il existe de l'introgression (échange de mitochondries avec une
espéce proche en cas de phénomene d'hybridation par exemple), ou en cas de présence
d'endosymbiontes responsables d'incompatibilité cytoplasmique, comme les bactéries du

genre Wolbachia.

Dans un premier temps, pour les modéles biologiques étudiés en entomologie forestiere, nous
avons donc testé I'hypothése de I'effet de la plante héte sur la structuration des populations au
sein d'une espece (modeles scolytes, processionnaire), ou des espéces au sein d'un genre
(Megastigmus). Pour une partie de ces modeéles, nous avons également reconstruit I'histoire
évolutive récente des populations a I'échelle de l'aire de distribution. Plus récemment, jai
entrepris des recherches centrées sur I'évolution de la phénologie et d'une potentielle
différentiation allochronique chez la processionnaire du pin. Pour mener a bien ces
recherches, j'utilise les outils de la phylogénie moléculaire et de la génétique des populations,
en combinant le séquencage en routine de fragments d'ADN et le génotypage a l'aide de
marqueurs microsatellites hypervariables.

Je détaillerai ci-aprés les themes de recherches et les principaux résultats correspondant aux
études que j'ai directement menées et animées, ou dans lesquelles j'ai été largement impliquée.
Les travaux pour lesquels ma collaboration a été plus ponctuelle ne seront pas détaillés ici,

mais apparaissent dans la liste de publications (travaux sur le genre Megastigmus, ou sur le
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diptére Tephritidae Bactrocera dorsalis par exemple). Dans une premiére partie, je présenterai
la synthéese des travaux menés au sein de I'équipe "insectes xylophages™ a I'INRA d'Orléans,
et dans une seconde partie je détaillerai ma contribution aux recherches concernant une espece
modele dans le Département EFPA, la processionnaire du pin Thaumetopoea pityocampa. Je
donnerai ensuite un apercu des perspectives possibles a moyen terme. Dans I'ensemble du
texte, les numéros entre crochets renvoient a ma liste de publications, que le lecteur trouvera a
la fin de ce document. La version intégrale des principales publications est disponible en

annexe.
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PREMIERE PARTIE: RESUME DES TRAVAUX MENES DANS
L'EQUIPE "INSECTES XYLOPHAGES", INRA ORLEANS, 1999-2004

[13)

Ips typogkaphus (L.) / Ips acuminatus (GyII.) Hylurgops glabratus (Zett ) / Hylurgops palliatus
Ips cembrae (Heer) / Ips sexdentatus (Boerner) (Gyll.) / Tomicus minor (Hartig) / Tomicus
piniperda (L.) / Hylurgus ligniperda (F.)

Planches reproduites avec I'aimable autorisation de Claude Schott (http://claude.schott.free.fr)
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Lorsque jai été recrutée a I'INRA d'Orléans, jai été affectée a une équipe travaillant
essentiellement sur les Scolytes. Ce sont des Coléoptéres de la famille des Curculionidae,
dont le developpement larvaire a lieu sous I'écorce de plantes ligneuses. Les larves se
nourrissent du phloéme de leur plante-hote jusqu'a la nymphose. Ce sont des "ravageurs de
faiblesse™, c'est-a-dire qu'ils se développent préférentiellement sur des arbres
physiologiquement affaiblis (Sauvard, 2004); c'est ainsi que des dégats liés a des pullulations
de scolytes sont souvent enregistrés apres des épisodes de sécheresse, apres des tempétes
(Rossi et al., 2009), ou consécutivement a des attaques d'autres organismes comme des
défoliateurs ou des pathogénes. Lorsque la taille de la population atteint un certain seuil, les
attaques de scolytes peuvent étre a l'origine de mortalité d'arbres sains, et engendrer des
dépérissements spectaculaires (Gan, 2004). De nombreux travaux existent sur la physiologie
des relations entre scolytes et arbres hotes, et mettent I'accent sur des différences individuelles
de capacité de résistance chez les arbres (voir Lieutier, 2002). Cependant, lorsque j'ai démarré
mon activité a I'INRA d'Orléans en 1999, tres peu d'études posaient la question de l'existence
d'une possible spécialisation par plante-h6te chez les scolytes polyphages (voir cependant
Kelley & Farrell, 1998; Kelley et al., 1999). Pourtant plusieurs caractéristiques des relations
plantes-scolytes en font de bons candidats pour tester I'nypothése de la différentiation par
hote. En effet, la reproduction a lieu sur la plante-héte, et la femelle une fois fécondée pond
un grand nombre d'ceufs; le développement larvaire a obligatoirement lieu aux dépens de la
plante sur lagquelle les ceufs ont été pondus (il n'y a pas de dispersion des larves); le
développement des insectes est endophyte; les pressions de sélection exercées par la plante
sur les insectes associes, en particulier la capacite de mettre en ceuvre une réaction de
résistance induite, sont tres variables selon les individus (arbres). Les scolytes sont
responsables de dégats sanitaires importants dans les écosystémes forestiers (Grégoire &
Evans, 2004), et une meilleure compréhension des relations plantes-insectes ne peut
qu'améliorer les stratégies de gestion des populations. D'autre part, au sein de plusieurs
genres, des questionnements sur I'existence potentielle d'espéces cryptiques (donc difficiles a
différentier sur des critéeres morphologiques) étaient récurrents. J'ai donc démarré mon activité
de recherche en ayant pour objectifs premiers de Vérifier la validité de certains taxons et de
tester I'nypothése d'un effet significatif de la plante héte sur la structuration des populations

d'insectes associés.
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Dans la région paléarctique, le genre Tomicus Latreille est responsable de dégats importants
dans les foréts de pin. L'espéce Tomicus piniperda (L.) a une aire de répartition vaste, et se
développe sur les différentes espéces de pins qu'elle rencontre en Europe et en Asie. Des
caracteéristiques biologiques différentes étaient connues pour cette espéce dans différentes
régions de son aire. Ainsi, en région méditerranéenne, une sous-espece (ou un écotype) était
décrite sous le nom de T. piniperda var. destruens, associée aux pins méditerranéens. Cette
sous-espece est connue dans la littérature comme causant davantage de dégats que T.
piniperda sensu stricto (que I'on trouve dans les régions septentrionales), et présente un cycle
de vie decalé (ponte a l'automne pour T. p. destruens, en fin d'hiver pour T. piniperda).
D'autre part, I'espece est également bien connue en Chine, et plus particuliérement dans la
province du Yunnan, ou elle cause des pertes importantes dans les plantations de Pinus
yunnanensis. Dans cette région, les insectes présentent des distributions agrégées sur les
arbres, comportement qui est inconnu dans le reste de l'aire de distribution (Lieutier et al.,
2003). Entre 1999 et 2004, j'ai donc coordonné des travaux visant a decrire la diversité
génétique de Tomicus piniperda (sensu lato), et a comprendre les facteurs influencant la
structuration génétique de cette espéce (rdle de I'hdte et de la géographie, et impact des
oscillations climatiques du Quaternaire sur la distribution actuelle de la diversité). Les
résultats nous ont amenés a revoir la taxonomie du genre. Ces études ont notamment été
développées dans le cadre de stages effectués sous ma responsabilité (J. Sainsard (Maitrise),
J.-M. Chambon (Maitrise), A. Robert (DIRS), C. Chaline (MST)), et ont constitué une partie
des theses de T. Vasconcelos, Y. Duan et A. Horn dont j'ai encadré le ou les chapitres de
phylogéographie ou de systématique moléculaire. Dans le méme temps, A. Sallé réalisait une
these sur Ips typographus, scolyte associé a I'Epicéa commun Picea abies et causant de lourds
dégats notamment en Europe du Nord. Une étude ponctuelle de la structuration génétique des
populations de cette espéce a été réalisée dans le cadre de cette thése, afin de comprendre les
facteurs influencant les flux de genes et de comparer la structure genétique de I'insecte a celle

de son hote. Les principaux résultats sont présentés ci-dessous.
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I. Systématique moléculaire: trois espéces confondues sous le nom de
Tomicus piniperda.

En Europe et sur le Bassin Méditerranéen...

Dans le cadre du stage de DEA de J. Forichon (encadré par G. Roux et F. Lieutier, Univ.
Orléans en 1998-1999), une analyse génétique avait été menée en PCR-RFLP® sur quelques
populations frangaises de Tomicus piniperda en utilisant un fragment d'’ADN mitochondrial
d'environ 800 paires de bases (pb) comprenant une partie des génes de la cytochrome oxydase
| et Il (ci-aprés, COIl et COII). Ce travail était en cours lorsque j'ai été recrutée a I'lNRA dans
I'équipe dirigée par F. Lieutier. Les premiers résultats étaient encourageants, car ils
montraient que le fragment choisi était polymorphe, et que les populations de scolytes
échantillonnées dans le sud-est de la France sur pin d'Alep ainsi que certains individus sur pin
maritime différaient significativement des individus échantillonnés dans les autres régions,
sur pin sylvestre ou pin maritime. J'ai donc continué ce travail en collaboration avec G. Roux,
en complétant I'échantillonnage avec des insectes issus de differents hotes dans différentes
régions de France, et en réalisant le séquencage (et non plus I'analyse RFLP) du marqueur
COI-COll choisi (d'abord grace a une collaboration avec le laboratoire PGE de Gif-sur-
Yvette, puis a I'lNRA d'Orléans apres lI'acquisition du séquenceur ABI 3100). Ces données ont
été complétées par une analyse des marqueurs nucléaires ITS1 et 2 (Internal Transcribed
Spacer). L'espéce Tomicus minor a été analysée sur les mémes marqueurs pour comparaison.
Les résultats ont clairement montré que la divergence obtenue entre les individus
échantillonnés dans le Sud-Est de la France et en Corse d'une part et les individus des autres
régions d'autre part était du méme ordre de grandeur que la divergence entre T. piniperda et T.
minor, tandis que les distances obtenues entre individus d'un méme groupe étaient
significativement plus faibles (Kerdelhué et al., 2002, [8]). Nous avons de plus mis en
évidence un caractere morphologique diagnostique pour séparer les individus adultes des
deux groupes (Figure 1), et confirme les résultats a lI'aide des ITS (grace a un polymorphisme
de taille d'amplifiat entre les deux groupes, et sans toutefois aller jusqu'a la séquence). Nous
avons ainsi pu conclure que I'écotype destruens correspondait a une espéce génétiquement

trés divergente (distance K2P comprises entre 10 et 14% sur le marqueur mitochondrial),

! PCR-RFLP: technique consistant & amplifier un fragment d'’ADN par PCR, puis & le digérer en utilisant
plusieurs enzymes de restriction différentes. Le polymorphisme peut alors étre codé en "présence-absence” des
sites de restriction correspondants. Le sigle signifie "Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length
Polymorphism".

15



Tomicus destruens. Une étude morphologique approfondie des deux espéces a ensuite été

menée par un collegue italien (Faccoli, 2006).

macroponctuations

microponctuations
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Figure 1 : Elytres de T. piniperda et T. destruens photographiées en microscopie électronique a balayage. A.
Elytre de T. piniperda : présence d’une rangée de microponctuations entre deux rangées de macroponctuations,
donnant un aspect lisse. B. Elytre de T. destruens : présence de nombreuses microponctuations entre deux
rangées de macroponctuations, donnant un aspect général plus rugueux. D'aprés Horn (2006).

Nous avons alors mis en place un réseau de contacts afin d'échantillonner des Tomicus sur pin
sur une grande partie de l'aire de répartition potentielle des deux especes, soit le bassin
méditerranéen et I'ensemble de I'Europe. Des arbres pieges ont été abattus en foréts de pins en
fin d'automne puis en début d'hiver, de fagcon a attirer les adultes des deux especes a la
recherche de sites de ponte. Cela nous a permis de préciser les aires de répartition des deux
especes (Figure 2), et d'obtenir un échantillonnage représentatif pour démarrer des études de
phylogéographie dans le cadre de la these d'A. Horn (voir ci-dessous). Nous avons ainsi
montré que T. destruens est présent sur le pourtour méditerranéen (Afrique du Nord,
Péninsule Ibérique, France, Italie, Balkans et Proche-Orient); cette espéce a été trouvée sur
pin d'Alep, pin maritime, pin parasol, pin brutia et dans des plantations de pin radiata. T.
piniperda est présent en Europe, du Nord de la Péninsule Ibérique et du Nord de I'ltalie
jusgu'en Scandinavie, sur pin sylvestre, pin maritime, pin noir, pin a crochets, pin radiata et
plus rarement sur pin d'Alep. Les deux especes ont été trouvées dans les mémes sites pour
quelques localités a l'intersection des deux aires de distribution.
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Figure 2 : Points d'échantillonnage et aires de distribution supposées de T. piniperda (A.) et T. destruens (B.).
Les points d'interrogation correspondent & des régions ou I'espéce n'a pas été piégée, mais ou elle pourrait étre
présente. D'aprés Horn (2006).
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Une analyse multivariée de parameétres environnementaux a montré que la présence de
chacune des deux espéces est fortement corrélée aux températures moyennes mesurées dans
chaque site, et que les deux espéces ont des exigences thermiques opposées (Horn et al.,
Soumis, [27]). En effet, T. destruens est présent dans les sites ou la température minimale
moyenne dépasse 5°C, la température moyenne depasse 10°C et la température maximale
moyenne dépasse 15°C, alors que ces limites sont inverses pour T. piniperda. De plus, les
températures moyennes (minimales, annuelles et maximales) mesurées dans les sites ou se
trouve T. destruens sont significativement plus élevées que pour les sites ou se trouve T.
piniperda. D'autre part, la distribution de T. piniperda est fortement corrélée a la présence de
pin sylvestre. Notons que nous n'avons échantillonné qu'en Europe et sur le bassin
méditerranéen, et que la présence de T. piniperda dans le reste de I'Eurasie (mis a part une

localité en Chine, voir ci-dessous) doit encore étre Vérifiée.

... Eten Chine

Par ailleurs, dans le cadre de la these de Y. Duan menée entre 2000 et 2004 en cotutelle entre
I'Université du Yunnan et I'Université d'Orléans (co-encadrants Ye Hui et F. Lieutier), j'ai été
chargée d'encadrer la partie du travail portant sur I'é¢tude de la variabilité génétique de T.
piniperda en Chine, et sur la comparaison des individus Européens et Chinois de cette espéce.
Nous avons réalisé un échantillonnage sur arbres piéges des Tomicus présents sur Pinus
yunnanensis dans I'ensemble de la Province du Yunnan, et nous avons inclus dans I'analyse
des individus piégés plus au nord, dans la Province de Ji-Lin. Les échantillons ont été
séquencés en utilisant le méme marqueur mitochondrial que pour I'étude de T. piniperda et T.
destruens en Europe, et un sous-ensemble des différents individus a également été analysé par
séquencage de deux marqueurs nucléaires (ITS2 et domaine D2 du 28SrDNA) (Duan et al.,
2004, [13]). Les résultats ont d'abord montré la présence d'une espece différente, que nous
avons ensuite reconnue comme eétant I'espéce asiatique T. brevipilosus. Les caracteres
morphologiques permettant de séparer T. piniperda et T. brevipilosus étant assez discrets, et la
présence de cette derniere n‘ayant jamais été signalée au Yunnan dans la littérature, le risque
existe que les travaux antérieurs, nombreux, concernant T. piniperda en Chine aient en réalité
porté sur un mélange des deux especes (par exemple, Ye, 1994; Ye & Lieutier, 1997,
Langstrom et al., 2002; Ye et al., 2002; Lieutier et al., 2003). De plus, nous avons montré que
les individus identifiés comme T. piniperda au Yunnan étaient tres divergents (distances
comprises entre 11 et 12% sur le marqueur mitochondrial) a la fois des T. piniperda de Ji-Lin

et des T. piniperda de France. A l'inverse, ces deux derniers groupes étaient génétiquement
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trés proches (distances d'environ 1%). Des resultats similaires ont été obtenus sur les

marqueurs nucléaires (Figure 3). Nous en avons donc conclu que T. piniperda sensu stricto

était bien présent en Chine (Ji-Lin), mais que l'espece responsable des dépérissements de

Pinus yunnanensis au Yunnan était une espéce nouvelle pour la science, qui a été décrite

depuis sous le nom de Tomicus yunnanensis (Kirkendall et al., 2008).

28S rDNA
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PJL2 T. piniperda (JiLin) | 2
P-JLI P-JL1
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Qsl1 o Qsl
OSA4 | T. piniperda (France) | OSA4
B-AN1 . B-AN1
i | T. brevipilosus (Yunnan) | BYM3 -
LAAS LAAS -
— | T. destruens (France) | T:\ .8 I
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NEASS | T. minor (France) IT.\1ASS
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P-ES2 | “T. piniperda” (Yunnan) | P-ES2 —,
P-XP3 ! = T. yunnanensis sp. nov.! P-XpP3 ——

D. frontalis (outgroup)

Figure 3 : Arbres phylogénétiques obtenus en maximum de parcimonie a partir des séquences de I'ADNr 28S
(domaine D2) a gauche, et d'une partie des genes COI-COII (a droite). Les nombres situés au niveau de chaque
nceud est la valeur de bootstrap obtenue aprés 500 réplications. Modifié d'aprés Duan et al. (2004), [13].
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I1. Phylogéographie de Tomicus piniperda et T. destruens.

La these d'A. Horn (co-encadrement F. Lieutier et moi-méme), soutenue en 2006, concernait
la comparaison des distributions et des caractéristiques écologiques de T. piniperda et T.
destruens. L'étude de la phylogéographie de ces deux espéces a donc fait partie de ce travail.
Une partie de I'échantillonnage et du sequencage a été menée dans le cadre de la these de T.
Vasconcelos (co-encadrement F. Lieutier et M. Branco), ce qui a permis de réaliser une
publication commune entre les deux étudiantes en thése sur la diversité génetique de T.
destruens au Portugal (Vasconcelos et al., 2006, [18]). Les fragments d’ADN mitochondrial
séquencés pour ces etudes ont été les mémes que ceux utilisés pour les études de systématique
moléculaire décrites ci-dessus (COI-COIlI). Notons que nous avions prévu de compléter les
données mitochondriales par une étude de génétique des populations a l'aide de marqueurs
microsatellites. Cependant, le développement des marqueurs a été difficile pour T. piniperda
(Kerdelhué et al., 2003, [9]) et n'a pas abouti pour T. destruens. Les quelques marqueurs mis
au point se sont ensuite révélés difficiles a utiliser en routine, a cause notamment de la
présence d'alléles nuls. Les microsatellites mis au point pour T. piniperda n'ont finalement été

utilisés que pour une étude portant sur un petit nombre de populations (Kerdelhué et al., 2006,

[16]).
I1.1. Phylogéographie de Tomicus destruens

En ce qui concerne l'espéce Méditerranéenne T. destruens, nous avons obtenu 53 haplotypes
de 617 paires de bases, correspondant a 219 individus sequences sur I'ensemble du Bassin
Méditerranéen. Ce travail est détaillé dans Horn et al. (2006, [17]), et les principaux résultats
sont résumés ici. Deux clades majeurs ont pu étre identifiés, un clade oriental, contenant les
populations de la partie est du bassin méditerranéen (Israél, Liban, Turquie, Gréce, Croatie et
Italie), et un clade occidental, regroupant les populations situees plus a I’ouest (Maghreb,
Péninsule Ibérique, France et Italie). Leur divergence est relativement récente, et date du
Pléistocéne. Les répartitions des deux principales espéces de pins hotes P. halepensis et P.
pinaster se confondant avec la structure géographique mise en évidence, il est difficile de
séparer l'effet de I'n6te de I'effet géographique. Une zone de contact entre les deux clades a
été observée en Italie, dans deux populations situées sur la céte adriatique (Figure 4). Une

étude restreinte a cette région serait nécessaire pour mieux la caractériser.
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Figure 4: Distribution spatiale des 53 haplotypes obtenus pour Tomicus destruens, et réseau le plus
parcimonieux. A. Répartition géographique des haplotypes dans chacune des populations échantillonnées. B.
Réseau d'haplotypes (mémes couleurs que pour la carte). La taille des cercles est proportionnelle au nombre
d'individus portant I'naplotype correspondant, les petits cercles correspondent & des haplotypes manquants.
Chaque ligne représente un pas mutationnel. Modifié d'apres Horn et al. (2006), [17].

21



La structuration du clade oriental, séparé en deux groupes distincts, est tres différente de celle
du clade occidental, dans lequel deux haplotypes majoritaires ont été mis en évidence, mais
sans structure nette. Au Moyen-Orient, les populations de Turquie, du Liban et d'Israél ont
une diversité génétique élevée, et correspondent probablement a des populations "reliques”,
peu affectée par les oscillations climatiques Quaternaires. D'un autre c6té, les populations de
Grece, ltalie et Croatie ont des diversités plus faibles, avec les populations les plus au nord
fixées pour un seul haplotype. Ce type de patron de distribution de la diversité génétique est
attendu lors des recolonisations postglaciaires a partir des refuges situés plus au sud. Une telle
expansion pourrait étre encore d’actualité dans le contexte du réchauffement climatique, mais

tester cette hypothése nécessiterait un suivi des populations dans le temps.

Le clade occidental, quant a lui, regroupe les individus échantillonnés en Afrique du Nord, en
Péninsule Ibérique, en France et en Italie. Les populations dont la diversité génétique est
maximale sont situées dans le sud de l'aire de ce clade, a savoir en Afrique du Nord, ainsi que
dans le sud de I'ltalie et de la Péninsule Ibérique. Les haplotypes retrouvés dans le reste de
I'aire semblent montrer que les individus ayant participé a la derniére recolonisation post-
glaciaire proviennent en particulier des refuges situés au Maghreb, a partir desquels des
événements de dispersion longue distance ont pu avoir lieu. Le sud de I'ltalie, de I'Espagne et
du Portugal semblent plutot étre des zones reliques, a forte diversité génétique, mais dont les
haplotypes sont restreints a ces régions. Comme attendu en cas d'expansion dite "pionniére",
une diminution de la diversité génétique a été observée dans les populations les plus au nord.
De plus, la structuration génétique des populations est plus faible dans le clade occidental,
soumis aux oscillations Quaternaire, que dans le clade oriental, ou I'impact des glaciations est
supposé avoir été tres limité, et elle est également plus forte dans le sud de l'aire que dans le
nord. Ces résultats sont donc cohérents avec les attendus théoriques. Dans le cas de
nombreuses especes, les refuges les plus au sud sont situés dans la Péninsule Ibérique, le sud
de I'ltalie et les Balkans. Pour T. destruens, les refuges les plus importants se trouvent dans le
nord de I'Afrique. Cette différence est probablement due a une forte sensibilité aux
températures basses et a une meilleure tolérance a la chaleur de T. destruens par rapport aux
especes tempérées genéralement étudiees. Dans le cas des scolytes, I'impact du transport de
bois par I'nomme ne doit cependant pas étre négligé, et certains événements de dispersion

longue distance pourraient étre récents, liés au transport passif des insectes avec les grumes.
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11.2. Phylogéographie de Tomicus piniperda

Au contraire de Tomicus destruens, T. piniperda est une espéce adaptée aux régions
tempérées froides, puisque son aire de distribution s'étend jusqu'en Russie et en Scandinavie,
et que cette espece est présente a haute altitude, sur les pins de montagne. Par contre, les
résultats de piégeage suggérent que les individus ne peuvent se développer dans les régions
chaudes et seéches: I'espece est absente des rivages méditerranéens. Ces observations sont
cohérentes avec l'analyse de Gallego et al. (Gallego et al., 2004) en Espagne. Cette espéce a
probablement survécu aux glaciations dans des zones refuges situées au sud, dont elle est
aujourd’hui absente a cause du réchauffement interglaciaire. Dans ce cas, la diversité
génétique signant l'existence passée d'une zone refuge peut aujourdhui se trouver plus au
nord, ou plus en altitude, par rapport a la position réelle de la zone refuge passée. Par ailleurs,
un nombre croissant d'études a mis en évidence l'existence, pour les especes les plus
tolérantes au froid, de zones refuges éventuellement fragmentées, situées plus au nord que les
refuges "classiques”, par exemple dans les régions du centre de I'Europe (Bhagwat & Willis,

2008). La phylogéographie de T. piniperda pourrait révéler ce genre de patron évolutif.

Gréace a une collaboration avec C. Stauffer (Univ. Vienne, Autriche), nous avons réalisé un
échantillonnage de 34 populations dans 16 pays et sur 6 espéces de pins, pour un total de 150
individus (Horn et al., 2009, [23]). Nous avons obtenu 36 haplotypes de 797 paires de bases.
Une analyse spatiale de la variance moléculaire (SAMOVA, Dupanloup et al., 2002) a permis
d'identifier quatre groupes d'haplotypes: un groupe ibérique, un groupe pyrenéen, un groupe
d'Europe Centrale, et un groupe Européen (sans la Péninsule Ibérique) (Figure 5). Presque la
moitié des haplotypes trouvés au cours de cette étude sont endémiques de la Péninsule
Ibérique ou des Pyrénées. Aucun haplotype majoritaire n'apparait dans ces régions, et la
richesse allélique et la diversité nucleotidique sont élevées. Ces résultats suggerent que les
populations de T. piniperda ont survécu aux glaciations dans I'ensemble de la Péninsule,
conformément a I'hypothése de "refuges dans les refuges” (Gomez & Lunt, 2006), selon
laquelle "la" zone refuge de la Péninsule ibérique était en réalit¢ un complexe de zones
refuges plus restreintes. Dans le cas de T. piniperda, on peut supposer que les populations ont
pu endurer les glaciations dans le sud de la Péninsule, ou les pins hotes ont également
persisté, et survivre aux interglaciaires grace a des mouvements vers le nord et en altitude
dans les différents massifs montagneux. Un scénario similaire a été proposé pour Pinus

sylvestris, un des hotes principaux de T. piniperda (Cheddadi et al., 2006).
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Figure 5 : Distribution spatiale des 4
groupes d'haplotypes obtenus par
analyse spatiale de la variance
moléculaire (SAMOVA), et réseau
le plus parcimonieux des 36
haplotypes trouvés pour Tomicus
piniperda. A,  Codage  des
populations  échantillonnées  en
fonction des résultats de la
SAMOVA (ronds noirs: groupe
européen; Carrés gris: groupe
d'Europe Centrale; Triangles: groupe
pyrénéen; Carrés blancs: groupe
ibérique). B. Réseau d'haplotypes
(mémes codes couleurs que pour la
carte). La taille des cercles est
proportionnelle au nombre
d'individus  portant  I'naplotype
correspondant, les petits cercles
correspondent a des haplotypes
manquants. Chaque ligne représente
un pas mutationnel. Modifié d'aprés
Horn et al. (2009), [23].
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Il est intéressant de noter que la distribution spatiale actuelle de T. piniperda en Espagne,
donc pendant I'actuelle période inter-glaciaire, est restreinte aux régions plus fraiches et plus
humides, ou domine le pin sylvestre (Gallego et al., 2004). Les populations n'ayant pas subi
de goulots d'étranglement notables, la diversité génétique est maintenue. Ce type de patron est
attendu dans certains cas en limite sud de l'aire de distribution des espéces, lorsque des
mouvements de faible amplitude en altitude ou en latitude étaient suffisants pour que les
populations retrouvent un environnement favorable (Hewitt, 2001). Les haplotypes du groupe
ibérique sont quasi-exclusivement limités a cette région, ce qui suggére que les individus des
zones refuges ibériques n'ont pas participé aux recolonisations post-glaciaires du reste de
I'Europe. Cependant, la présence rare mais avérée de certains de ces haplotypes dans des
populations du reste de I'Europe atteste que des mouvements longue distance restent

possibles, méme s'ils sont extrémement limités (Figure 6).

En ce qui concerne I'histoire de I'espéce en dehors de la Péninsule Ibérique et des Pyrénées,
nos résultats ont permis de batir des scénarios plausibles concernant son histoire récente.
Nous avons identifié un groupe particulier en Europe centrale, incluant les individus collectés
en Allemagne, Pologne et sur la mer Baltique. Ceci suggéere I'existence d'un ou plusieurs
refuges situes dans les régions nordiques. T. piniperda est une espece tolérante au froid, mais
sensible aux conditions chaudes et séches. Il est donc vraisemblable que, contrairement a bien
des espéces tempérées, elle n'ait pas pu se maintenir dans ses refuges glaciaires pendant les
périodes de réchauffement. Les individus sont actuellement présents dans des "refuges
interglaciaires”, probablement situés au nord des refuges glaciaires. Nous pouvons donc
supposer que les haplotypes trouvés de nos jours exclusivement en Europe Centrale (Figure 6)
sont le reflet d'un refuge glaciaire passé situé plus au sud, ou les pins ont également survécu
au maximum glaciaire (Cheddadi et al., 2006; Naydenov et al., 2007). Suivant un
raisonnement similaire, nous avons suggére I'existence d'un refuge glaciaire situé dans le sud
des Alpes, et a l'origine d'une part importante des recolonisations vers le Nord de I'Europe et
la Scandinavie, et d'un refuge situé dans le sud de I'ltalie. Nous avons également découvert
quelques haplotypes rares situés a la fois dans le nord de I'Espagne (ou dans les Pyrénées), et
dans le nord de I'ltalie. On peut imaginer que ces haplotypes proviennent soit d'un refuge
ibérique, soit d'un refuge italien. Lors d'un des épisodes de colonisation post-glaciaire, ils ont
pu remonter vers le nord, puis survivre a la glaciation suivante dans un refuge différent de

leur refuge d'origine. Ces haplotypes peuvent alors étre trouvés dans deux zones refuges
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différentes. Un scénario similaire a été suggéré pour le pin sylvestre, pour lequel des
haplotypes communs ont été trouvés dans des refuges géographiquement distants.

Tomicus piniperda a de bonnes capacités de dispersion, qui peuvent expliquer que le signal
phylogéographique que nous avons mis en évidence soit complexe et moins aisé a lire que
pour d'autres espéces tempérees. C'est une espece pour laquelle nous avons pu supposer que
les populations actuelles sont situées dans des refuges interglaciaires, et que les zones de plus
forte diversité alléliques ne reflétent pas nécessairement I'emplacement des refuges glaciaires
passés. Il est intéressant de voir que de nombreuses caractéristiques de son histoire récente
sont tres similaires a I'histoire de son hote principal Pinus sylvestris, sur lequel ce scolyte a

vraisemblablement survécu a la fois lors des maximum glaciaires et lors des interglaciaires.
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Figure 6: Distribution
spatiale des 36 haplotypes
obtenus réseau le plus

parcimonieux A
Cartographie des
haplotypes trouvés dans
chaque localité
échantillonnée B. Réseau
d'haplotypes (mémes

codes couleurs que pour
la carte). La taille des
cercles est proportionnelle
au nombre d'individus
portant I'naplotype
correspondant, les petits
cercles correspondent a
des haplotypes
manquants. Chaque ligne
représente un pas
mutationnel. Modifié
d'aprés Horn et al. (2009),
[23].
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I11. Structuration genetique des populations d'lps typographus.

La these d'A. Sallé, soutenue en 2004, a porté sur I'écologie du scolyte Ips typographus, qui
est un des principaux ravageurs connus sur I'Epicéa commun Picea abies. Des populations ont
été étudiées dans le Nord-Est de la France suite a la tempéte de 1999 et aux prévisions de
pullulations de scolytes liées aux chablis. Dans le cadre de cette thése, il était important de
connaitre I'échelle a laquelle les populations de scolytes étaient différenciées, et de pouvoir
estimer les flux de génes entre populations plus ou moins distantes. Cette thése était dirigee
par F. Lieutier, et j'ai moi-méme encadré le doctorant pour la partie génétique. Nous nous
sommes d'abord consacrés au développement de marqueurs microsatellites (Sallé et al., 2003,
[11]). Le génome des scolytes s'est révéle particulierement pauvre en motifs microsatellites, et
leur mise au point est plus laborieuse que sur dautres modeles (Arthofer et al., 2007). Nous
avons ensuite réalisé un échantillonnage de I'espéce sur son aire de distribution européenne,
largement gréce a des contacts extérieurs. Les marqueurs ont également été testés sur la sous-
espéce asiatique 1. t. japonicus, sur laquelle ils se sont révélés utilisables. Le but de ce travail
était a la fois de connaitre le degré de structuration génétique des populations d'lps
typographus, et de comparer I'histoire évolutive de I'insecte a celle de son hote. Cette espece
est en effet strictement inféodée a I'Epicéa commun en Europe, et nous faisions I'hnypothese
que la structure génétique de l'insecte avait pu étre fortement influencée par celle de son hote.
De plus, nous nous attendions a trouver I'empreinte de I'histoire post-glaciaire de la plante sur
celle de l'insecte. Les résultats ont été publiés en 2007 (Sallé et al., 2007, [20]).

La structuration génétique de I'Epicéa commun en Europe a fait I'objet de plusieurs études
utilisant des marqueurs différents. Les résultats sont concordants, et montrent que les
populations de cette espece sont différentiées a cette échelle. Plusieurs refuges glaciaires
potentiels ont été suggérés, comme les Carpates, les Balkans, les Alpes Dinariques, les
Apennines et la région de Moscou (Vendramin et al., 2000; Gugerli et al., 2001; Sperisen et
al., 2001), et les populations ont subi des goulots d'étranglement parfois séveres lors des
recolonisations post-glaciaires, en particulier dans les Alpes. En ce qui concerne Ips
typographus, une analyse menée sur une portion du géne mitochondrial COIl avait permis
d'émettre I'hypothése de deux refuges principaux, I'un au sud des Alpes et l'autre dans la
région de Moscou, ce qui correspond a deux des refuges connus de sa plante-héte (Stauffer et
al., 1999). Seul le refuge sud aurait contribué a la recolonisation du Nord de I'Europe, les

haplotypes divergents trouvés en Russie restant limités a la région de Moscou. Cependant, la
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richesse haplotypique restait globalement faible, avec 8 haplotypes trouves sur I'ensemble de
I'aire européenne.

Les résultats que nous avons obtenus grace aux marqueurs microsatellites ont également mis
en évidence une faible diversité génétique, mais montrent une absence de structuration
genétique sur I'ensemble de l'aire, avec une valeur de Fst global de 0,01. Les deux populations
de la sous-espéce asiatiques sont différentiées des populations européennes, mais aucune
structure spatiale cohérente n'a pu étre trouvée en Europe. Ces résultats suggerent que les
capacités de dispersion sont trés élevées chez cette espéce, et les divergences de résultats entre
marqueur mitochondrial et microsatellites tendent a montrer que la dispersion est
probablement différente selon le sexe, avec des flux de génes liés aux males plus élevés que
ceux liés aux femelles. Cette hypothése est cohérente avec les données biologiques et
écologiques connues chez Ips typographus. En effet, le male est plus grand et supposé
meilleur voilier. De plus, a chaque génération, la dispersion vers de nouveaux hétes potentiels
est assurée par le male, qui émet ensuite des phéromones d'agrégation auxquelles répondent
les femelles. Cette espece semble capable de fréquents événements de dispersion longue
distance, probablement aidés par un transport passif des adultes par le vent.

Ainsi, la structure génétique d'lps typographus en Europe ne reflete aucunement celle de son
hote, malgré I'association étroite entre les deux organismes. Il est probable que la fréquence
des épisodes de dispersion longue distance chez l'insecte et la différence de temps de
génération expliquent en partie ces différences dans la structuration génétique de I'néte et de

I'insecte associé.
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SECONDE PARTIE: EVOLUTION DES POPULATIONS DE
PROCESSIONNAIRE DU PIN, LE COMPLEXE D'ESPECES
THAUMETOPOEA PITYOCAMPA / T. WILKINSONI

Chenilles sur un nid Adulte Nid d'hiver sur pin maritime
Crédit photo: Helena Santos (Univ. Lisbonne) et Jean-Claude Martin (INRA Avignon)
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La processionnaire du pin Thaumetopoea pityocampa est un Lépidoptére de la famille des
Notodontidae. Cette espece est principalement associée aux arbres du genre Pinus, mais peut
également étre trouvée sur cédres (Cedrus spp) ou sur le sapin de Douglas (Pseudotsuga
menziesii). Les chenilles se nourrissent des aiguilles de leur héte pendant toute la durée de
leur développement. Elles ont un mode de vie grégaire, et tissent pendant I'hiver des nids bien
reconnaissables. Sous nos latitudes, la reproduction sexuée a lieu en début d'été. Les ceufs
éclosent quelques semaines plus tard, et le développement larvaire s'étale jusqu'a la fin de
I'niver. A la fin du dernier stade larvaire, entre janvier et mars, les chenilles quittent leur hote
en procession, et vont se nymphoser dans le sol jusqu'a I'émergence des adultes I'été suivant.
Ce cycle de vie est cependant variable selon les conditions environnementales, la ponte ayant
lieu d'autant plus t6t et la procession d'autant plus tard que les températures hivernales sont
basses (Huchon & Démolin, 1970). Ainsi les insectes pondent en juin et réalisent leurs
processions de nymphose en avril en limite nord de I'aire de distribution, alors que les pontes
et processions ont lieu respectivement en septembre et janvier dans le sud de la Péninsule
Ibérique. Cependant, ces dates restent indicatives, et peuvent fluctuer d'une année sur l'autre
en fonction notamment des conditions climatiques. Ainsi, il arrive couramment que les
processions soient observées dés le mois de décembre sur Iile de Ré ; plus
exceptionnellement, des processions extrémement précoces ont eu lieu cette année dans
certaines régions de France (des la fin octobre dans les Landes, obs. pers.). Thaumetopoea
pityocampa fait partie d'un complexe d'espéces réparti sur l'ensemble du bassin
méditerranéen, jusqu'en facade atlantique. Une espece ou sous-espece proche, T. wilkinsoni, a
été décrite pour la premiere fois a Chypre (Tams, 1924) et se trouverait dans la partie orientale
de cette aire de distribution. L'histoire phylogénétique et phylogéographique de I'ensemble du
complexe sera décrite plus bas.

La processionnaire du pin est un des défoliateurs principaux des foréts de pins. Elle est
responsable de dégats sylvicoles qui peuvent étre importants, mais également de problemes de
santé publique et animale, car ses chenilles sont urticantes et peuvent provoquer des réactions
allergiques graves. Son aire de distribution potentielle est largement liée aux conditions de
températures hivernales (en-deca de certains seuils, les larves ne peuvent plus se nourrir et
meurent de faim; la température letale se situerait aux alentours de -16°C). Avec
l'augmentation récente des températures, on observe en Europe une expansion réguliére des

populations vers le Nord et en altitude (Battisti et al., 2005).
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Depuis quelques années, cette espéce fait I'objet de nombreuses recherches, et est devenue un
organisme modele en entomologie dans le département EFPA de I'INRA (centres d'Orléans,
Avignon, Bordeaux-Pierroton, prochainement Montpellier). Plusieurs projets ont été
développés depuis 2002, aussi bien dans le cadre de recherches fondamentales en écologie, en
phylogénie ou en génétique des populations, que dans le cadre de recherches finalisées ou
directement appliquées (lutte). De nombreuses questions peuvent étre abordées sur ce modele
biologique (évolution des traits adaptatifs, dynamique des populations, analyse de I'expansion
en lien avec les changements globaux, interactions plante-insecte, modélisation des processus
de dispersion...). S'il peut étre intéressant de mener des recherches en utilisant plusieurs
modeles biologiques dont I'étude est bien adaptée a des questions précises, il est aussi
pertinent que des approches complémentaires sur un seul et méme modele puissent bénéficier
les unes des autres pour faire avancer les connaissances. L'accumulation de données permet
petit & petit de dépasser le stade de la proposition d'hypothéses et de réellement appréhender
les mécanismes sous-jacents. Mener des recherches complémentaires sur le long terme sur un
seul modele biologique permet par exemple d'investir sur la mise au point d'outils (notamment
moléculaires, voir ci-dessous), colteuse a la fois en terme de temps et de budget, effort qui
reste souvent limité lorsque plusieurs modéles biologiques sont étudiés, ou que les recherches
sur un organisme doivent étre faites a court terme. Les recherches en cours sur cette espece
impliguent plusieurs Unités INRA, mais également des partenaires européens parmi lesquels
les équipes d'Andrea Battisti (Univ. Padoue, Italie) et de Manuela Branco (Univ. Lisbonne,
Portugal). Il est bien entendu nécessaire que les travaux menés dans les différents laboratoires
restent complémentaires, ce qui est facilité par des participations communes aux projets et par

des réunions réguliéres.

Ma participation aux projets liés a la processionnaire a commencé en 2002, avec le projet
Européen Promoth (Coordination A. Battisti). A I'NRA d'Orléans, ou j'étais alors affectée,
j'ai travaillé en étroite collaboration avec J. Rousselet qui travaille principalement sur cette
espece. Mon implication dans ces projets s'est accrue au cours du temps, en particulier depuis
mon arrivée dans I'UMR BIOGECO a I'INRA de Bordeaux. Je détaillerai ci-apres les
principaux résultats obtenus sur I'étude de I'histoire évolutive du complexe d'espéces T.
pityocampa / T. wilkinsoni, puis présenterai le travail réalisé dans le cadre de la thése d'Helena
Santos (co-encadrée par M. Branco et moi-méme), qui porte sur I'étude d'un cas exceptionnel

de différentiation allochronique chez cette espéce.
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I. Histoire évolutive du complexe Thaumetopoea pityocampa / T. wilkinsoni

La processionnaire du pin est connue de I'ensemble du pourtour méditerranéen. Cependant le
statut taxonomique de cet insecte est incertain. Une espece différente, T. wilkinsoni, a été
décrite dans les années 1920 a Chypre (Tams, 1924). Cependant, d'apres certains auteurs, il
pourrait s'agir d'un écotype et non d'une espéce différente (Démolin & Frérot, 1993). En 2002,
une premiere étude menée a I'Université de Padoue (ltalie) utilisant des marqueurs
moléculaires (séquencage d'une partie des genes COI et COIll, et marqueurs AFLP) a montré
qu'une population de Turquie était fortement différentiée de quelques populations italiennes,
francaises et espagnoles de T. pityocampa, ce qui pouvait suggerer que T. wilkinsoni pourrait
étre une espece distincte, et que son aire de distribution n'était pas limitée a Chypre (Salvato
et al., 2002). En collaboration étroite avec I'équipe d'Andrea Battisti (Univ. Padoue, Italie),
nous avons donc décidé de réaliser un échantillonnage systématique sur I'ensemble du
pourtour mediterranéen afin d'étudier la structure phylogéographique de I'espece (ou du
complexe d'especes) sur I'ensemble de son aire grace a I'analyse d'une portion des génes COI
et COIIl. Ces données ont été complétées par des données AFLP et microsatellites au Moyen-
Orient. L'ensemble de ce travail a été mené conjointement par les chercheurs de Padoue et de
I'INRA d'Orléans, I'acquisition des données mitochondriales (600 pb réparties sur le COIl et le
COIl) et le typage AFLP étant realisee a Padoue, tandis que le génotypage microsatellites
était assuré a Orléans. L'analyse phylogénétique des données a été réalisée conjointement par
L. Zane (Univ. Padoue) et moi-méme. Cette étude avait plusieurs objectifs: (i) caractériser le
degré de divergence entre T. pityocampa et T. wilkinsoni et préciser les aires de distribution
des deux espéces, ainsi que les zones de contact potentielles; (2) étudier la structure
phylogéographique de chacun des deux groupes, afin d'identifier les zones refuges, les voies
de colonisation post-glaciaires, et les principales barrieres aux flux de genes; (3) comprendre
Iimpact de [lintensité des oscillations climatiques du Quaternaire, en comparant la
structuration des populations observee dans des régions soumises a des cycles glaciaires plus
OU Moins marqués.

Le travail ciblé sur le Moyen-Orient a été principalement mené par nos collégues italiens, et a
permis la publication d'un article pour lequel je suis 3°™ auteur (Simonato et al., 2007, [22]).
Par la suite, j'ai pris en charge I'étude génerale de la phylogénie/phylogéographie du complexe
d'espéces, ce qui a donné un article dont je suis 1*" auteur (Kerdelhué et al., 2009, [24]). En
paralléle, j'ai travaillé avec J. Rousselet sur une étude ciblée sur la diversité genétique de T.
pityocampa en France et en Péninsule Ibérique, basée sur le séquencage systématique de la
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moitié du gene COI. L'échantillonnage dense de populations dans cette région nous a permis
de mieux apprehender le role des massifs montagneux dans la structuration génétique
maternelle chez cette espéce, et de connaitre l'origine des populations actuellement en
expansion vers le nord. Ces résultats ont conduit a la publication d'un article dont je suis
dernier auteur (Rousselet et al., 2010, [26]).

Sur I'ensemble du Bassin Méditerranéen

Les résultats montrent que les lignées maternelles sont fortement structurées dans I'espace
(Kerdelhué et al., 2009, [24]). Sur I'ensemble de la Méditerranée, nous avons mis en évidence
trois clades majeurs fortement différentiés et strictement allopatriques, alors que nous
attendions une dichotomie T. pityocampa / T. wilkinsoni. Je ne discuterai pas ici du statut
taxonomique de ces entités, des données nucléaires et morphologiques étant nécessaires a une
éventuelle révision taxonomique. Un travail en ce sens est actuellement en cours avec les
scientifiques de I'équipe d'A. Battisti a Padoue. Les données mitochondriales font apparaitre
un clade présent en Europe (de la Péninsule Ibérique a I'est de la Grece, en passant par la
France, I'ltalie et une partie des Balkans) et dans une partie du Maghreb (Maroc et sud de
I'Algérie), ce qui pourrait correspondre a T. pityocampa sensu stricto (“clade pityocampa™);
un second clade regroupe les populations de Chypre, Turquie, Liban, Israél, mais également
de Crete, et pourrait correspondre a T. wilkinsoni (“clade wilkinsoni™). Un troisieme clade
comprend les individus d'une partie de I'Algérie, de Tunisie et de Libye, et ne correspond a
aucune entité taxonomique connue (“clade ENA", pour Eastern-North Africa). La divergence
de ces différents clades pourrait dater de 6 a 7 millions d'année d'aprés les méthodes
bayesiennes développées pour les données moléculaires (Figure 7).

Par ailleurs, les résultats ont montré une trés forte structuration spatiale au sein de chacun des
trois clades majeurs, mise a part dans une large partie de I'Europe. Le clade pityocampa est
ainsi formé de 5 sous-clades (Sud Maroc, Nord Maroc, Corse, Péninsule Ibérique, et reste de
I'Europe), le clade wilkinsoni contient 4 sous-clades (Créte, Chypre, Est-Turquie et Ouest-
Turquie) et le clade ENA en contient 3 (Algérie, Tunisie et Libye). La plupart des haplotypes
trouvés (54 sur 67) sont endémique d'un site d'échantillonnage ou d'une région. Cela tend a
montrer que les flux de genes femelles sont trés restreints dans l'espace. Les limites
géographiques exactes de chaque clade et sous-clade devront étre étudiées désormais a l'aide
d'échantillonnages adaptés, menés sur une grille plus dense (voir ci-dessous pour I'étude plus

précise des sous-clades ibérique et européen).
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Figure 7: Distribution géographique des trois clades identifiés sur la base des séquences mitochondriales (A) et
arbre phylogénétique des haplotypes correspondant. D'aprés Kerdelhué et al. (2009), [24].
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D'autre part, l'utilisation conjointe de marqueurs mitochondriaux et nucléaires pourraient
mettre en évidence d'éventuelles zones de contact ou zones hybrides. Une telle analyse est
prévue en Turquie, dans la zone de contact probable entre T. pityocampa et T. wilkinsoni,
dans le cadre du travail de these de K. Ipekdal (Univ. Ankara) qui viendra travailler en France
au printemps 2010.

Les résultats montrent de plus une trés forte différentiation de la plupart des populations
insulaires (Corse, Chypre, Créte) ou tres isolées (Libye). Cette divergence est
vraisemblablement due a la fois a I’effet de fondation et a la dérive génétique, et
probablement aux pressions de sélection qui ont ensuite joué dans ces environnements
particuliers.

Dans la plupart des régions, la diversité haplotypique est forte et les résultats ne montrent
aucun signe d'instabilité démographique. Cependant, la situation est tres différente en Europe
(excepté en Péninsule Ibérique), ou nous avons trouvé un haplotype majoritaire dont la
distribution géographique est trés large (des Pyrénées jusqu'en Grece), ou les populations sont
peu structurées dans l'espace et ont probablement connu des épisodes d'expansion
démographique récents (tests d'écart a la neutralité, et analyse de "mismatch™). Il est probable
que ces caractéristiques des populations européennes soient liées a I'impact des oscillations
climatiques du Quaternaire, qui ont été maximales dans ces régions. La distribution actuelle
de la diversité génétique de la processionnaire en Europe refléte la derniere recolonisation
post-glaciaire, avec quelques régions refuges dans lesquelles on trouve des haplotypes
endémiques (Pyrénées, Alpes, Ligurie, Balkans). Dans le reste de I'aire de distribution du
complexe T. pityocampa / T. wilkinsoni, la forte structuration des populations est
probablement liée au fait que I'impact des oscillations climatiques du Quaternaire a été limite,

ce qui est en accord avec les attendus (Pinho et al., 2007).

Au Moyen-Orient, nous avons pu étudier une large part de l'aire de distribution de T.
wilkinsoni, a l'exception de la Créte, a l'aide de marqueurs mitochondriaux et nucléaires
(AFLPs et microsatellites, Simonato et al. (2007, [22])). Tous les marqueurs suggerent que les
individus trouvés en Israél proviennent d'une expansion graduelle récente vers le sud a partir
des populations naturelles les plus proches, c'est-a-dire provenant de Turquie. Cette zone
d'expansion correspond aux régions dans lesquelles des pins ont été plantées depuis le début
du XX*™ siécle. Cependant, les résultats obtenus sur les marqueurs nucléaires et
mitochondriaux ne sont pas congruents en ce qui concerne les relations entre les populations

Chypriotes et les populations continentales (Figure 8). En effet, comme on I'a vu plus haut, les
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données mitochondriales suggerent un fort isolement des populations de Chypre, alors que les
données AFLPs et microsatellites montrent qu'il existe des flux de genes entre Chypre et les
populations de la cote turque la plus proche. Ceci peut étre expliqué si on suppose que les
capacités de dispersion sont plus importantes pour les males que pour les femelles. Les
lignées maternelles ont alors pu rester isolées pendant de longues périodes, alors que les flux
de génes paternels restent relativement importants. Il conviendra donc d'étudier plus
précisément les régions pour lesquelles la lignée maternelle est tres différentiée a l'aide de

marqueurs nucléaires, afin de caractériser également la structuration liée aux males.
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Figure 8: Arbres phylogénétique des populations de T. wilkinsoni de Turquie, Liban, Israél et Chypre, obtenu en
Neighbor-Joining a partir des données microsatellites (& gauche) et AFLPs (a droite). D'aprés Simonato et al.
(2007), [22].

En Europe de I'Ouest

La structuration des populations de la Péninsule Ibérique au Nord de I'ltalie a ensuite été
étudiée a l'aide d'un échantillonnage assez dense, et en utilisant la seconde moitié du géne
COI (environ 800 pb). Le but de ce travail était de caractériser la séparation géographique des
sous-clades Ibérique et Européen, de comprendre le role des massifs montagneux dans
I'isolement des populations de processionnaire du pin, et de retracer plus finement les voies de
colonisation post-glaciaire dans cette région. Les zones d'altitude sont supposées jouer un role
de barriére a la dispersion chez cet insecte, car les conditions environnementales n'y sont pas
favorables. Ce travail a été principalement réalisé a I'NRA d'Orléans, sous la conduite de J.

Rousselet, et nous avons conjointement réalisé l'analyse et l'interprétation des données
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(Rousselet et al., 2010, [26]). Ce jeu de données sera rapidement complété par une analyse
des mémes populations a l'aide de cing marqueurs microsatellites.

Les résultats ont permis de préciser la distribution dans I'espace du sous-clade Ibérique.
Contrairement a ce qui était attendu, la séparation des sous-clades Ibérique et Européen ne se
situe pas le long des Pyrénees, mais selon une limite située le long du bassin de I'Ebre, au
nord de I'Espagne, puis suivant une ligne nord-sud proche du rivage Méditerranéen (voir
Figure 9). Le bassin de I'Ebre constitue une zone de contact entre les deux sous-clades. Aucun
haplotype ibérique n'apparait au nord des Pyrénées, ce qui montre que ce groupe n‘a pas
participé a la recolonisation post-glaciaire du reste de I'Europe, du moins en ce qui concerne
les lignées maternelles. L'échantillonnage en Espagne et au Portugal n'est pas suffisamment
dense pour permettre de décrire précisément des patrons géographiques de distribution de la
diversité génétique, mais on peut s'attendre, comme pour d'autres organismes et en particulier
pour T. piniperda (Horn et al., 2009, [23]), a trouver de multiples zone refuge au sein de la
Peninsule Ibérique (Gomez & Lunt, 2006).
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Figure 9: Distribution géographique des 46 haplotypes COI trouvés en Péninsule Ibérique, France et Italie. Le
code couleur correspond aux couleurs utilisées dans la figure 10. Les numéros renvoient aux codes des
populations utilisés dans l'article correspondant (Rousselet et al. 2010, [26]).
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Par ailleurs, au sein du sous-clade europeéen, trois lignées distinctes et largement allopatriques
ont été mises en évidence, chacune étant caractérisée par un haplotype majoritaire et plusieurs
haplotypes plus rares divergents de I'haplotype principal par 1 a 3 mutations (Figures 9 et 10).
L'une de ces lignées (A1) est située a l'est de la zone étudiée, de I'ltalie au Massif Central; la
seconde (A2) se trouve a l'est de la Péninsule Ibérique et dans I'ouest de la France, tandis que
la troisieme (A3) est endémique de la région Pyrénéenne. Pour chacune de ces lignées, des
zones de plus forte diversité haplotypique, correspondant vraisemblablement a des refuges,
peuvent étre identifiees. Pour le groupe AL, il s'agit de la Ligurie, mais également des zones
de basse et moyenne altitudes dans les Alpes et le sud du Massif Central. Il est bien entendu
probable qu'un échantillonnage dans la région balkanique permettrait de mettre en évidence
d'autres régions de forte diversité. Pour le groupe A2, les zones refuges se situent clairement a
I'est de I'Espagne, cette lignée ayant ensuite colonisé I'ouest de la France en contournant les
Pyrénées a la fin de la derniére période glaciaire. Pour ce groupe, les résultats montrent une
expansion démographique récente, et une perte significative de diversité haplotypique en
latitude. Les plantations massives de pin dans ces régions, et l'actuel réchauffement
climatique, sont autant de facteurs qui ont certainement favorisé I'expansion rapide de la

processionnaire dans ces régions.

A2 A1

eastern Spain + western France  eastern France + Italy

A3

western Spain + Portugal

Figure 10: Réseau des 46 haplotypes, mémes couleurs que pour la carte, figure 9. La taille des cercles est
proportionnelle au nombre d'individus portant I'haplotype correspondant, les petits cercles correspondent a des
haplotypes manquants. Chaque ligne représente un pas mutationnel. D'aprés Rousselet et al. (2010), [26].
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Le groupe A3 quant a lui a une distribution géographique assez restreinte. Les donnees
suggerent que T. pityocampa a pu survivre in situ aux glaciations dans les Pyrénées, mais que
ce groupe est resté confiné aux régions montagneuses et n'a aucunement participé a la
recolonisation des régions situées plus au nord. Il est probable que les populations ont pu
trouver au cours du Quaternaire des conditions de développement favorables en se déplacant
le long des pentes, sur les pins de montagne. Notons que cette région a une diversité géenétique
importante car elle se trouve dans la région de contact des trois lignées Al, A2 et A3. Les
Pyrénées constituent donc a la fois une zone refuge et une région d'admixture pour la
processionnaire du pin.

Ainsi, contrairement a ce que nous avions supposé, les régions montagneuses n'ont pas
simplement joué le rble de barriére a la dispersion pour T. pityocampa. Au contraire, les
régions de moyenne altitude apparaissent comme des régions de diversité maximale, et les
zones de contact entre sous-clades et/ou entre lignées se situent généralement en plaine, a
distance des zones daltitude. Il est intéressant de noter que les zones refuges que nous avons
mises en évidence correspondent pour la plupart a des régions identifiées par ailleurs comme
les refuges probables de différentes especes de plante dans le Bassin Méditerranéen (Médail
& Diadema, 2009).
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I1. Etude d'un cas exceptionnel de différentiation allochronique chez la
processionnaire du pin

Au Portugal, dans les foréts de basse altitude, I'émergence des adultes et la ponte ont lieu
entre fin ao(t et début octobre, et les processions sont observees entre janvier et février. Or en
1997, dans le Parc National de Leiria, situé a 200 km au nord de Lisbonne (voir carte Figure
12), des larves de dernier stade ont eété découvertes en grand nombre au mois d'aodt, et les
processions ont eu lieu avant la mi-septembre. Des pieges a phéromones ont alors été posés
par les chercheurs de I'Université de Lisbonne, qui ont pu ainsi capturer des males de
processionnaire du pin deés le début du mois de mai. Une période de vol si précoce n'a jamais
été signalée dans aucune population de processionnaire du pin, et correspond donc a une
situation tout a fait exceptionnelle. Apres quelques saisons de suivi des dates de vol des
papillons, ils ont pu mettre en évidence localement deux périodes d'activité des adultes, la
premiére entre mai et juillet, et la seconde entre fin ao(t et début octobre (Figure 11). En
parallele, un suivi de la présence de larves sur le terrain a montré que certains individus se
développaient entre juin et septembre (développement larvaire estival), tandis que d'autres
colonies se développaient entre octobre et janvier, soit pendant I'hiver, conformément a ce qui
est observeé dans les autres pinédes de plaine au Portugal. 1l a alors été supposé que le premier
pic de vol, décalé par rapport aux dates "normales” d'activité des adultes dans cette région,
correspondait a la période de reproduction des individus donnant naissance aux larves a
développement estival (ci-apres "population d'été"). La premiére question posée a été de
savoir si ces individus a cycle biologique décalé appartenaient bien a la méme espéce que les
individus sympatriques a cycle "normal™ (population d'hiver), et si tel était le cas, si les deux
populations étaient génétiqguement différentiées, ou s'il existait deux périodes de vol au sein
d'une méme population. Un objectif était de pouvoir proposer des scénarios expliquant
I'évolution et le maintien d'un cycle de développement nouveau chez cette espece. Si les
individus "d'éte” forment une population génétiqguement distincte, avec des flux de geénes
négligeables entre individus des deux populations sympatriques, on se trouverait en présence
d'un cas de différentiation allochronique (Alexander & Bigelow, 1960), c'est-a-dire lié a un
décalage dans le temps de l'activité de reproduction. Ceci pourrait représenter une des toutes
premieres étapes vers un événement de spéciation sympatrique. Or, si I'hypothése de
spéciation sympatrique liée a une différentiation allochronique est parfois trouvée dans la
littérature, les études de cas avérés restent rares (Simon et al., 2000; Ritchie, 2001; Miyatake

et al.,, 2002; Friesen et al., 2007). Le cas de décalage phénologique observé chez la
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processionnaire du pin a Leiria, et ses conséquences évolutives, pourrait donc devenir un

exemple type pour I'étude des processus de spéciation sympatrique.
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Des résultats préliminaires d'élevage en conditions contrélées d'individus des populations
d'été et d'hiver a Leiria suggerent que la difference de cycle biologique est géenétiquement
contr6lée. Nous pouvons émettre trois hypothéses principales quant a l'origine de cette
exceptionnelle différence phénologique:

- L'hypothése 1 est que les individus d'été appartiennent en réalité & une espece
différente ayant un developpement larvaire en été, comme T. pinivora, ou a une espece non
décrite de Thaumetopoea passée jusqu'alors inapercue.

- L'hypothese 2 (origine locale) est que les individus d'été seraient issus localement
d'individus T. pityocampa & phénologie normale ayant subi une mutation dans une région
contrélant la date de sortie de diapause (et donc d'émergence adulte). Il faut alors supposer
gu'un nombre suffisant d'individus ait ainsi muté pour permettre de fonder une population.
Sous cette hypothése, on s'attend a ce que les individus d'été ne puissent pas étre distingués
des individus d'hiver de la méme forét sur la base des marqueurs classiquement utilisés en
phylogéographie ou pour I'étude d'especes proches (genes mitochondriaux COI, COIl ou
cytochrome b, ITS nucléaires); on s'attend aussi a ce que les marqueurs microsatellites
hypervariables révelent un fort effet de fondation dans la population d'été (diminution de la
diversité allélique, éventuellement distortion des fréquences observées, tous les alléles

observés pour des individus d'été doivent étre connus de la population d'hiver).
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- L'hypothese 3 (origine hybride) est que le décalage phénologique serait consécutif a
un événement d'hybridation, soit avec une espece proche, soit avec des individus provenant
d'un clade différent de T. pityocampa et donc d'une autre région. En effet, I'hybridation, méme
si elle reste rare, est une des causes principales d'apparition de diversité génétique,
d'innovations fonctionnelles, et a terme de spéciation (Seehausen, 2004). Chez d'autres
Lépidopteres, il a été montré que I'nybridation interspécifique pouvait étre a l'origine de
mutants phénologiques ayant une activité reproductive décalée dans le temps par rapport aux
especes parentes (Scriber & Ording, 2005). Dans ce cas, si I'hybridation n'implique que des
males en provenance d'un site distant, on s'attend a ce que les marqueurs mitochondriaux ne
portent aucune empreinte de cet evénement, contrairement aux marqueurs nucléaires. La part
du génome actuel des individus de la population d'été provenant de I'épisode d'hybridation
dépend de la capacité ou non des hybrides a se croiser a nouveau avec la population non-
mutante locale, et des pressions de sélection jouant sur les individus introgressés. Au bout de
quelques générations, il est possible que seules quelques régions du genome, dont la ou les
régions contrdlant la date de sortie de diapause et d'émergence des adultes, portent la trace de

I'événement d'hybridation passe.

Suite a l'obtention d'un projet d'action intégrée (PAI Pessoa) financant des échanges de
scientifiques et d'étudiants entre la France et le Portugal, J. Rousselet et moi-méme avons
accueilli a Orléans une étudiante de Master de I'Université de Lisbonne, H. Santos, que nous
avons encadrée au laboratoire pour la caractérisation génétique de la population d'été. Ce
travail a fait I'objet d'une publication en 2007, dont je suis dernier auteur (Santos et al., 2007,
[21]). La méme année, cette étudiante a démarré une theése a Lisbonne, co-encadrée par M.
Branco et moi-méme. Les théses durant plus longtemps au Portugal qu'en France, la
soutenance est prévue en 2011. Ce travail de these porte sur la caractérisation écologique et
génétique de la population d'été, et sur I'étude de I'héritabilité de la phénologie chez la
processionnaire du pin. H. Santos fait des séjours réguliers en France, dans I'UMR
BIOGECO, afin de réaliser sous ma responsabilité I'analyse génétique des populations (aussi
bien le travail au laboratoire que I'analyse des données), tandis que les expérimentations
écologiques et observations de terrain sont faites au Portugal et supervisées par M. Branco.

Les résultats que nous avons obtenus montrent indubitablement que les individus a
phénologie décalée appartiennent a I'espece T. pityocampa, et qu'ils sont génétiqguement tres
proches des individus a cycle normal (haplotypes mitochondriaux identiques, alléles de I'ITS1

nucléaire partagés entre la population d'hiver et la population d'été, voir Figure 12). Il ne s'agit
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donc pas d'une espéce cryptique, et les sequences obtenues sur les marqueurs neutres
classiqguement utilisés pour les études intra-spécifiques ou entre espéces proches ne

permettent pas de distinguer les individus des deux populations.

A‘ N 2 B N __._\.:' ;'.__.' Figure 12: Cartographie
L gy ooR o T~ JFRBOR i mitochondriaux (A) et
FT_SEWEM L-..@.ﬂ_‘ Yar. 1 D [ ers 7 R des alleles de I'l'TS1 (B)
L4 ’. ®iris SPE0L 4 )| diead ©pruis {) trouvés lors de I'étude, et
uime; Leifia P Y/ i Leifla — v , . .
" e SFuA ' 4 N %5‘5’ s £ reseaux genetiques

correspondants (C et D).
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(2007), [21].

FR-BOR: Bordeaux;
FR-TOU: Toulon;
PT-VAR: Varges;
PT-SEV: Sevivas;
PT-VIS: Viseu;
PT-APO: Apostica;
PT-ALC: Alcacer;
SP-BOL.: Boltafia;
SP-GUA: Guadarrama;
SP-GRA: Granada.

Nous avons alors dans un second temps génotypé des larves des deux populations, récoltées
au cours de plusieurs annees, a l'aide de 6 marqueurs microsatellites précédemment mis au
point (Rousselet et al., 2004, [12]). Quelques populations proches ont été échantillonnées au
Portugal et en Espagne et typées avec les mémes marqueurs, afin de comparer les indices de
différentiation obtenus entre la population d'été et celle d'hiver aux indices correspondants a
des paires de populations géographiquement éloignées. Pour résumer, nous avons ainsi pu
montrer que la différentiation entre population d'été et population d'hiver est forte et
significative et correspond aux valeurs maximales de Fst par paire observées dans le jeu de
données (entre 0,21 et 0,30 entre populations d'été et d'hiver, alors que les Fst entre les
populations a phénologie normale sont comprises entre 0,03 et 0,16, le maximum étant atteint
pour des populations distantes d'environ 500 km). Inversement, les Fst sont non-significatifs
entre échantillonnages successifs d'une méme population, ce qui montre la stabilité génétique
dans le temps des populations d'été et d'hiver de Leiria. Une analyse multivariée des données
microsatellites montre clairement que lI'axe 1 sépare les individus d'été de tous les autres
(Figure 13), tandis que les analyses d'assignation individuelle menées avec le logiciel

Structure (Pritchard et al., 2000) montrent également que les individus d'été forment une
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population fortement différentiée. D'autre part, la diversité allélique de la population d'été est
moindre que celle de la population d'hiver de la méme localité (différence significative pour 3
loci sur les 6), et tous les alléles trouvés dans la population d'été sont également trouvés dans
la population d'hiver de Leiria, a I'exception notable d'un locus pour lequel un ensemble
d'alleles n'a été jusqu'a present detecté que dans la population d'éte, pour toutes les années de

collecte.
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Figure 13: Typologie des populations de processionnaire du pin obtenue par analyse en composantes principales
sur les données de génotypage. Projection des individus sur le plan défini par les deux premiéres composantes.
Les individus appartenant a la méme population et récoltés la méme année sont reliés au barycentre de leur
nuage.

LWP02, LWP0O4 et LWPO05: Population & phénologie normale, Leiria, Portugal; individus échantillonnés
respectivement en 2002, 2004 et 2005. SP03, SP06 et SPO7: Population d'été, Leiria, Portugal; individus
échantillonnés respectivement en 2003, 2006 et 2007. Viseu, Alcacer, Granada et Guadarrama: populations a
phénologie normale situées au Portugal et en Espagne (voir carte, Figure 12).
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Ces résultats suggerent que la population d'été a été fondée localement, probablement a partir
d'individus ayant brusquement changé de cycle biologique. Les flux de génes entre les deux
populations semblent extrémement réduits, et leurs caractéristiques génétiques sont stables
dans le temps, au moins a I'échelle de quelques années. Les données obtenues sur les
marqueurs mitochondriaux et nucléaires (ITS1, et données préliminaires sur une portion du
gene de la photolyase) permettent de rejeter I'nypothese d'un événement d'hybridation récent
avec des individus migrants en provenance d'une autre région, sauf si on suppose que
I'introgression ne concerne désormais plus qu'une petite partie du génome contenant le ou les
genes impliqués dans le contrble de la date d'émergence des adultes. De plus, pour 5 des 6
loci microsatellites étudies, les resultats sont compatibles avec I'hypothése d'origine locale de
la population d'été (alleles moins nombreux, et inclus dans I'ensemble des alléles observés
dans la population d'hiver). Cependant, les résultats obtenus sur le 6°™ locus (MS-Thpit2)
sont contradictoires. Pour ce marqueur, au contraire, la population d'été présente un ensemble
d'alléles plus longs, qui n‘ont pour l'instant jamais été trouves ailleurs, en plus d'une partie des
alléles (plus courts) trouvés dans la population d'hiver (Figure 14). Certains de ces alléles
longs ont été clonés et séquencés, et les résultats montrent qu'ils présentent un nombre de
répétitions compatible avec la longueur du fragment de PCR observé. Les fragments plus

longs ne sont donc pas dus a une interruption du motif microsatellite liée a une insertion.

Population d’hiver (Leiria, échantillons de 2002, 2004 et 2005 cumulés)
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Figure 14: Histogramme des fréquences alléliques obtenues dans les populations d'été et d'hiver de Leiria pour
chacun des 6 loci microsatellites utilisés. Noter le grand nombre d'alléles trouvés dans la population d'été pour le
locus MS-Thpit2 (voir texte).
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De plus, les données brutes ne laissent pas supposer I'existence d'une duplication, puisqu'il
n'est jamais arrivé d'observer plus de deux bandes par individu. S'il s'agit d'une duplication, il
faudrait alors faire I'hypothése que seul le locus dupliqué est amplifié dans la population d'été,
alors que seul le locus d'origine est amplifié dans les autres populations. Cependant, ce locus
présentant des frequences élevées d'alléles nuls, et ce pour toutes les populations, les résultats
pourraient étre entachés par des biais. Si on admettait cependant que ces résultats sont fiables,
les hypotheses compatibles avec les observations seraient:

(i) que ces alléles "longs™ existent dans les populations a cycle normal, leurs fréquences dans
ces populations sont faibles et les alleles n'ont jamais été détectés. L'effet fondateur lié au
décalage phénologique de certains individus aurait par hasard favorisé ces alléles rares. Un
échantillonnage important en Péninsule Ibérique devrait dans ce cas permettre d'observer ces
alleles dans des individus a cycle normal.

(ii) qu'un de ces alléles long est présent mais rare dans les populations a cycle normal, qu'il
s'est retrouvé par hasard dans la population d'été (effet stochastique lié a I'effet fondateur), et
gu'un taux de mutation important sur ce locus ait permis l'apparition de nouveaux alléles
"longs" dans la population d'été.

(iii) que ces alleles longs sont présents dans des individus provenant d'une autre region, et
responsables de I'événement d'hybridation a I'origine de la "fondation” de la population d'été.
Cela nécessite également de supposer que le locus concerné se trouve dans une des régions du
génome dans lesquelles des signes de l'introgression passée sont toujours détectés. En effet,
aucun des autres marqueurs nucléaires ne vient confirmer I'nypothése d'une hybridation

passee.

Ainsi, I'ensemble des résultats obtenus vont dans le sens d'une extréme réduction des flux de
genes entre population d'été et population d'hiver a Leiria. Suivie depuis 1997, la population
d'été se maintient avec des effectifs éleves d'apres les observations de terrain. Dans le méme
temps, la population d'hiver semble avoir localement régressé, sans qu'on sache pour l'instant
s'il s'agit d'une baisse temporaire des effectifs (la processionnaire du pin étant connue comme
une espéce cyclique en termes de dynamique des populations) ou si cette baisse va s'inscrire
dans la durée et peut étre reliée a I'existence de la population d'été. Quoi gu'il en soit, les
individus ayant un développement larvaire estival rencontrent des conditions
environnementales atypiques par rapport aux individus a phénologie normale. Par exemple,
I'émergence adulte, la ponte et I'embryogénese ont lieu au printemps, alors que la température

extérieure est inférieure aux températures auxquelles ces phases du cycle de développement
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ont normalement lieu. A l'inverse, les premiers stades larvaires se déroulent sous des
températures supérieures. En ce qui concerne les relations biotiques, il est probable que la
qualité du feuillage consommé soit différente selon les saisons (méme si dans les deux cas, les
larves se nourrissent préférentiellement des aiguilles de I'année précédente), et que les
pressions liées aux ennemis naturels ne soient également pas les mémes. Les pressions de
sélection opérant sur les deux populations sont donc différentes, ce qui pourrait a terme
accelérer le processus de divergence écologique et favoriser un événement de spéciation

sympatrique.

Des expériences complémentaires vont étre menées dans le cadre de la thése d'H. Santos afin
d'affiner les scénarios possibles. Dans un premier temps, nous allons compléter les données de
génotypage grace a 13 loci microsatellites supplémentaires mis au point par la société
Ecogenics dans le cadre du projet ANR Urticlim. Ces marqueurs devraient augmenter la
puissance des tests, et permettre de confirmer ou d'infirmer I'existence d'un effet fondateur
dans la population d'été. De plus, nous pourrons ainsi détecter si d'autres loci se comportent
comme MS-Thpit2, ou si les résultats obtenus avec ce marqueur sont exceptionnels. D'autre
part, nous allons tenter de redéfinir des amorces sur ce locus, afin de voir si les résultats
obtenus sont comparables et s'il est possible de diminuer la fréquence des alleles nuls. Il est
également prévu que les males capturés lors des campagnes de piégeages phéromonaux soient
génotypeés a l'aide des 19 loci microsatellites actuellement au point. En effet, si les périodes
d'activité des méales semblent non chevauchantes et suggeérent une absence de flux de genes
entre les deux populations, il reste possible que certains individus ayant eu un développement
larvaire en été retrouvent une phénologie normale lors de la sortie de diapause, et émergent en
aolt-septembre (ou inversement). On pourrait alors trouver des adultes dont les
caractéristiques genétiques ne correspondent pas a leurs caractéristiques phénotypiques. Le
résultat du génotypage des males capturés sur le terrain permettra ainsi d'estimer s'il existe des
flux d'individus entre les deux populations.

En paralléle, toujours dans le cadre de la these d'H. Santos, des travaux sont menés au
Portugal sur certaines caractéristiques écologiques de la population d'été, qui pourraient avoir
divergées de celles de la population d'hiver en quelques générations (fécondité, capacité de
développement des larves a différentes températures, capacité d'adaptation a différents hotes).
Des résultats issus d'élevages en conditions contrélées montrent déja que le taux de survie des

jeunes larves soumises a des températures extrémes (42°C) est meilleur pour la population
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d'été que pour la population d'hiver de Leiria et que pour une population échantillonnée dans
les Landes, en France. Ceci suggere que les caractéristiques physiologiques de la population
d'été ont évolué et que la processionnaire du pin peut s'adapter a des conditions thermiques
changeantes. Des travaux similaires sont en cours pour tester les capacités de survie au stade
embryonnaire. H. Santos travaille également sur I'étude de I'héritabilité du trait "date
d'émergence des adultes” par des croisements au laboratoire entre population d'été et
population d'hiver. Les expériences ont été répétées deux années successives et les résultats

sont en cours d'analyse.
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PERSPECTIVES ET PROJETS

Dans les années a venir, je compte développer des projets autour de trois grands axes en
utilisant la processionnaire du pin et les espéces associées comme modeles biologiques. L'axe
principal sera centré sur I'étude des bases génétiques de la phénologie, a la fois par des
approches genes candidats et par des approches de scans génomiques; le deuxiéme axe sera
I'étude du complexe d'espéce T. pityocampa / T. wilkinsoni (incluant le clade "ENA" décrit ci-
dessus) et sa révision taxonomique éventuelle; le troisieme axe portera sur I'analyse comparée
de la structure phylogénétique et phylogéographique de la processionnaire et de certains de
ses parasitoides associés. Ces projets seront développés dans le cadre de 'TUMR CBGP
(Centre de Biologie et de Gestion des Populations) a Montpellier, ou j'ai obtenu une mobilité
qui sera effective en septembre 2010. Les collaborateurs avec lesquels je compte travailler
dans cette Unité sont identifiés dans la suite du texte.

1- Etude de la phénologie de la processionnaire du pin et des genes
potentiellement impliqués dans le déterminisme de ce trait.

J'ai déja initié un projet de recherche sur les génes potentiellement impliqués dans le contrdle
du cycle biologique chez la processionnaire du pin via une approche "génes candidats", qui
consiste a tester I'implication de génes choisis a priori dans la variation du caractére étudié. Ce
travail a pu commencer grace a un soutien du Département EFPA (projet innovant 2008) et a
un appel d'offre interne au réseau d'excellence (NoE) Evoltree. Une étude bibliographique a
permis de sélectionner plusieurs génes pouvant avoir un lien avec la phénologie (voir par
exemple Regier et al., 1998; Dopman et al., 2005; Scriber & Ording, 2005; Merlin et al.,
2006; Jing et al., 2007; Kourti & Gkouvitsas, 2007; Zhu et al., 2008). Certains sont impliqués
dans les horloges biologiques [period, cryptochromes, timeless, clock, cycle...], d'autres dans
la régulation de la diapause et du développement [DH-pBAN (Diapause Hormone -
pheromone biosynthesis activating neuropeptide), diapause hormone, juvenile hormone,
ecdyson, ultraspiracle, Protoracicotropic hormone...]. Deux marqueurs supplémentaires sont
liés au chromosome sexuel, au sein duquel des QTL impliqués dans la levée de diapause ont
été mis en évidence chez d'autres Lépidopteres [LdH (lactate déshydrogénase) et Tpi (triose-
phosphate isomérase)]. Dans 'UMR BIOGECO, ce travail implique Christian Burban (IR2) et

une étudiante de Master 2, Isabelle Pivotto, qui travaillera sur le sujet jusqu'en juin 2010.
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Dans un premier temps, nous avons bénéficié d'un séquencage partiel du transcriptome de la
processionnaire du pin, réalisé par des collegues du Max Planck Institute de Jena dans le
cadre du réseau Evoltree (IA1.2: development of genomic resources). Deux banques de
cDNA ont été construites pour les populations d'été et d'hiver de Leiria, a partir d'échantillons
de larves de dernier stade, de chrysalides et d'adultes. Ces banques ont d'abord été analysées
avec des méthodes de séquencage bas-débit type Sanger, puis a l'aide d'un séquencage haut-
débit dit "nouvelle génération™ (un run de pyroséquencage 454 Titanium). Nous avons a notre
disposition depuis février 2009 environ 10 000 séquences Sanger, et nous venons d'obtenir les
données issues du pyroséquencage (soit environ 500 000 séquences de 300 paires de bases en
moyenne pour chacune des populations de Leiria). Dans la banque de séquences Sanger, nous
avons identifié trois des genes candidats sélectionnés aprés analyse bibliographique. Pour
deux d'entre eux (Photolyase et Timeless), des amorces ont été dessinées et permettent
I'amplification et le séquencage d'une portion du gene (un exon de 700 pb environ pour la
photolyase, et un fragment de 1000 pb contenant un intron de 800 pb environ pour timeless).
Le principe maintenant sera de sequencer entre 5 et 15 individus par population, tout d'abord
pour les individus des populations d'hiver et d'été de la forét de Leiria, mais aussi sur un
ensemble de populations sur la Péninsule Ibérique puis sur I'ensemble de l'aire afin de
caractériser le polymorphisme de ces génes et la distribution dans I'espace de leur diversité
génétique. Cela nous permettra de tester I'implication de ces genes dans le contrble de la
phénologie, et d'évaluer leur utilisation possible en phylogénie/phylogéographie (voir axe 2).

Plusieurs genes viennent d'étre identifiés dans les résultats du pyroséquencage (timeless,
cryptochromes, doubletime, ecdysone, period, Tpi, Ldh....). Leur amplification et séquencage
en populations naturelles sont en cours de mise au point. Il conviendra a terme, en
collaboration avec C. Burban resté a Biogeco, d'identifier un maximum de genes présents
dans les banques et dannoter le transcriptome. Les ressources génomiques devraient
permettre de disposer d'un catalogue de genes important, et probablement d'identifier une

partie des autres génes candidats sélectionnés afin de continuer ce travail.

De plus, je suis la coordinatrice d'un projet de recherches soumis a I'ANR en janvier 2010, en
collaboration avec Réjane Streiff, Renaud Vitalis et Mathieu Gautier qui travaillent ou
travailleront dans un avenir proche au CBGP. Nous prévoyons des approches utilisant les
méthodes de "genome-scan™ et de recherche de signatures de sélection (Storz, 2005). Une
collaboration étroite avec ces chercheurs me permettra de mettre en ceuvre des approches

génomiques et de bénéficier de leur expérience aussi bien pour les protocoles expérimentaux
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que pour lI'analyse et l'interprétation des données. En effet, Renaud Vitalis est spécialisé dans
les analyses théoriques et les algorithmes permettant d'identifier les signatures de sélection et
a terme de quantifier I'intensité de cette sélection; Mathieu Gautier a une solide expérience du
développement d'approches de génomique des populations et d'analyse du génome — il a
jusqu'a présent travaillé sur des organismes modeles (les Bovins) et souhaite maintenant se
tourner vers des approches en populations naturelles sur des organismes non-modeles; enfin
Réjane Streiff est une généticienne des populations et biologiste évolutive qui a commencé
depuis quelgues années a se tourner vers la génomique des populations chez un autre
Lépidoptére phytophage, la pyrale du mais. Les approches "genome scan" seront
complémentaires de l'approche "génes candidats™ décrite plus haut et déja initiee. En effet,
elles permettent d'avoir acces a un grand nombre de marqueurs distribués sur I'ensemble du
génome, sans connaissances a priori, et de rechercher ceux potentiellement sous sélection (par
exemple, les marqueurs pour lesquels la différentiation entre deux groupes de populations est
significativement supérieure a la différentiation moyenne mesurée pour I'ensemble des autres
marqueurs). Dans le cadre du projet proposé, la recherche de marqueurs sous sélection sera
centrée sur des traits liés au cycle de vie. En pratique, nous utiliserons les nouvelles
technologies permettant du séquencage et du génotypage haut-débit. Dans un premier temps,
cela nous servira a identifier un grand nombre (plusieurs milliers) de zones polymorphes dans
des individus issus de populations a phénologies contrastée, zones situées aussi bien dans des
régions codantes que non-codantes du génome. Cette connaissance nous servira ensuite a
construire des puces pour génotyper plusieurs centaines d'individus échantillonnés dans des
sites pour lesquels la phénologie sera finement caractérisée a la fois sur le terrain et en
laboratoire. Ainsi, nous pourrons étudier le lien entre le phénotype et le génotype des
individus et caractériser les régions du génome les plus probablement impliqués dans le
contréle de la phénologie. De plus, nous pourrons utiliser les croisements et élevages réalisés
au Portugal par I'équipe de M. Branco pour tenter de cartographier les marqueurs mis en
évidence. Pour mener a bien ce travail, nous bénéficierons également de I'expertise des
chercheurs de I'UMR BIVI (Biologie Intégrative et Virologie des Insectes, INRA-Univ.
Montpellier 1), qui développent des recherches sur le génome du genre Spodoptera

(Lepidoptera: Noctuidae) et ont des compeétences indéniables dans ce domaine.
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2 - La processionnaire du pin, un complexe d‘espéeces?

Au CBGP, Emmanuelle Jousselin développe des travaux sur les phylogénies d'insectes
phytophages et sur la phylogénie comparée (comparaisons de topologies d'arbres obtenus a
partir de différents marqueurs, et comparaisons de phylogénies d'espéces en interaction). Gaél
Kergoat a axé ses projets de recherches sur I'étude des complexes d'especes (a l'aide de
marqueurs moléculaires et morphologiques) et sur le développement et Il'application de
méthodes de reconstruction phylogénétique innovantes. Le développement d'outils
génomiques pour la processionnaire du pin (voir ci-dessus, premiére partie du projet) nous
permettra de tester des marqueurs nucléaires qui pourraient se révéler pertinents pour
reconstruire la phylogénie du groupe. Jai a ma disposition un bon échantillonnage du
complexe d'espéce sur I'ensemble de son aire, ainsi que des échantillons des sept espéces du
genre Thaumetopoea. Grace a des collaborations avec E. Jousselin et G. Kergoat, je pourrai
envisager une eétude approfondie de I'évolution du genre. En particulier, une bonne
connaissance de la structuration génétique du complexe d'espece sur I'ensemble de son aire,
utilisant plusieurs marqueurs, permettra d'avoir un cadre phylogénétique fiable pour
appréhender I'évolution des traits d'histoire de vie et comprendre les différences observées
entre populations (phénologie, adaptation locale a I'ndte, résistance a la chaleur ou au froid,
capacités de dispersion etc.). Ceci pourrait se révéler important pour améliorer les stratégies

locales de gestion de cet insecte, et éventuellement revoir sa taxonomie.

3 — Approche de phylogénie/phylogéographie comparée

Un cortége de parasitoides et prédateurs est associé a la processionnaire du pin sensu lato sur
I'ensemble de son aire, les différentes espéces se développant aux dépens des ceufs, des
différents stades larvaires, des nymphes ou des adultes. Certains de ces ennemis naturels sont
des spécialistes, qui ne sont connus que du complexe T. pityocampa / T. wilkinsoni ; d’autres
sont des généralistes, associés a un spectre d’hotes plus ou moins large. Les parasitoides et
prédateurs de la processionnaire du pin sont bien connus sur son aire de répartition
"historique”, mais les cortéges ont été peu étudiés dans les zones en expansion, ou il est
probable que les ennemis naturels, en particulier les spécialistes, soient moins abondants.
D’autre part, ils ont été étudiés d’un point de vue taxonomique et écologique, mais leur

diversité intra-spécifique est méconnue.
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Un projet visant a décrire la structuration génétique de deux especes de parasitoides des ceufs
de processionnaire a été initié par M.-A. Auger-Rozenberg a Orléans, en collaboration avec
moi. Nous avons commencé un travail préliminaire sur une espece spécialiste et deux
généralistes, probablement présentes sur I’ensemble de I’aire de distribution du complexe T.
pityocampa / T. wilkinsoni. L’objectif principal de ce travail est de déterminer si I’histoire
évolutive de I’hdte est un facteur explicatif prépondérant de la structuration génétique des
parasitoides spécialistes et genéralistes. D’un point de vue finalisé, il est important d’avoir
une image précise de la variabilité génétique de ces espéces a I’heure ou leur utilisation en
lutte biologique est envisagée dans les zones récemment colonisées par leur hote. Pour cela,
nous prévoyons de réaliser le séquencage systématique d’un gene mitochondrial sur une
dizaine d’individus par population pour I’ensemble des populations échantillonnées sur le
pourtour Méditerranéen. L'échantillonnage a été commencé, et sera poursuivi a l'avenir grace
a un réseau de collaborateurs travaillant sur les processionnaires du pin et leurs parasites. En
ce qui concerne les populations de Turquie, ce travail sera réalisé dans le cadre de la thése de
K. Ipekdal, qui effectuera un séjour en France de 6 mois, co-encadré par C. Burban et moi-
méme, & partir du printemps 2010. Lorsque I'échantillonnage et la caractérisation génétique
des individus échantillonnés auront été réalisés, nous pourrons comparer les patrons de
diversité génétique des parasitoides spécialistes et géenéralistes a la structure génetique de
I'insecte hote.

Ce travail est désormais inclus dans le projet "PhyloSpace"”, coordonné par A. Franc (UMR
Biogeco) et qui est financé depuis janvier 2010 dans le cadre de Il'appel d'offre "6°™
extinction” de I'ANR. Ce projet multidisciplinaire regroupe des mathématiciens appliques, qui
développeront des aspects théoriques et de nouveaux algorithmes de reconstruction
phylogénétique prenant en compte explicitement I'espace ; des chercheurs en sciences de
I'environnement, qui travailleront sur les reconstructions de carte paléogéographiques et
paléoclimatiques ; et des biologistes évolutifs travaillant sur divers modeles biologiques pour
reconstruire les histoires phylogénétique et phylogéographiques des groupes étudiés (chénes,
pucerons du genre Cinara, charangons du genre Pissodes, et chalcidiens parasitoides de la
processionnaire). Le but du projet est d'intégrer des cophylogénies, changements d’aires et
cartes paléoclimatiques pour inférer I’histoire d’associations sous changements climatiques.
L'UMR Biogeco et I'UMR CBGP sont toutes deux partenaires dans ce projet, ainsi que
I'URZF a Orléans, et deux Unités du CNRS. Dans le cadre de ma mobilité vers Montpellier, je
serai au sein d'un groupe travaillant depuis longtemps sur les reconstructions phylogénétiques

(en particulier Emmanuelle Jousselin et Armelle Ceeur d'Acier, qui développeront les travaux
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sur les pucerons dans PhyloSpace et animeront certaines taches, mais aussi Gaél Kergoat et
Jean-Yves Rasplus). Des collaborations fortes seront maintenues avec Biogeco sur ce sujet,
d'une part avec A. Franc, coordonateur et animateur de la tache "innovations
methodologiques”, et d'autre part avec Antoine Kremer qui sera impliqué avec un étudiant en
these dans la phylogénie des chénes (Quercus spp.). En ce qui concerne plus particulierement
I'étude des parasitoides associés a la processionnaire, nous pourrons également bénéficier au
CBGP de I'expertise des chercheurs travaillant en phylogéographie comparée sur d'autres
modeles biologiques (par exemple, sur des modéles rongeurs-parasites). En parallele, I'étude
morphologique des espéces concernées pourra étre menée en collaboration avec J.-Y.

Rasplus, spécialiste des Chalcidiens.
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