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1 INTRODUCTION GENERALE

1.1 Décrire le vivant
Face a la biodiversité du vivant, les biologistessent attachés depuis plusieurs siecles a

décrire les organismes et a les classer les unapport aux autres en fonction de similarités
croissantes, une discipline a part entiere nomraéaxonomie. A I'échelle la plus large, la
classification actuelle distingue ainsi 6 Régnéss. Archées(procaryotes unicellulaires a
histones), les Bactéries (procaryotes unicelludasans histones), les Protistes (eucaryotes
unicellulaires),les Champignons, les Végétaux et les Animaux. Chaggeeréest ensuite
subdivisé en rangs taxonomiques successifs : Erobeament, Classe, Ordre, Famille, Genre
et Espéce. A l'échelle la plus fine, un autre ceit§ue la ressemblance morphologique
intervient puisque la définition la plus connuel'@dspéce est celle proposée par Ernst Mayr
en 1942 (Mayr, 1999) qui la définit comme «desuges de populations naturelles,
effectivement ou potentiellement interfécondes, gant génétiquement isolées d'autres
groupes similaires ». D’une facon générale, ledilade classification est loin d’étre acheveé.
Ainsi, selon (Moraet al, 2011), environ 1 500 000 especes d’animaux sue tent été
cataloguées alors que leur nombre total est esdiméviron 7 770 000. Dans ce contexte et
face aux limites des approches morphologiques etoticept d’inter-fécondité, le systéme
d’identification par la morphologie a peu a peulééau fait de sa complexité et du manque
d’experts vers des identifications moléculairesspaccessibles et plus rapides. Dans un
contexte de lutte biologique, la description du vivant s'avére étre une adivit
particulierement importante afin d’identifier préément les ravageurs et leurs ennemis

naturels potentiellement utilisables dans ce doaain

1.2 Définition de la Taxonomie intégrative
D’apres de nombreux auteurs (voir par exemple DaZAOS5 ; Willet al, 2005), la meilleure

méthode pour étudier la biodiversité serait d’amsoda taxonomie classique a des
informations complémentaires incluant des donnéesologiques, géographiques,
moléculaires, etc., une démarche portant le nom tdexonomie intégrative ». En effet, si
chacune des méthodes prises séparément peut aboddéis erreurs d’identification et de
délimitation, leur combinaison permet des iderificns des espéces plus fiables et, au final,

souvent plus rapides. Le DNA barcoding »est une composante importante en taxonomie

! Lutte biologique : Méthode qui utilise des orgarésmivants afin de réduire a un niveau acceptaitieux d’'un organisme nuisible. Les
principales stratégies de lutte biologique sort® biologique dite « classique », par inoculatipar inondation, et par conservation
(Eilenberget al, 2001).



intégrative puisqu’il permet une identification réolilaire des taxons par le séquencage d’un
marqueur moléculaire suffisamment discriminant, s@rune partie de la sous-unité 1 de la
Cytochrome oxydaseCQIl) (Hebertet al, 2003). L'intérét et les limites du barcoding sont
detaillés dans un prochain paragraphe (8§ 3.1).akanomie intégrative a déja prouvé son
utilité dans le domaine de la lutte biologique es tonnaissances précises hotes — ravageurs
sont particuliéerement importantes. Des études iat&gs sur des parasitoides ont notamment
permis lidentification de 11 nouvelles espéces’iatérieur d’'un complexe d’espéces
d’Eupelmus (Al Khatibet al, 2014) et ont également montré I'existence dequus especes
cryptigues avec une tendance a la spécificité désshdans le cas du parasitoRiggalio

soemiugprésumé polyphage (Gebiatal, 2012).

De plus, afin de définir une frontiére interspépie précise, il parait intéressant d’associer
phylogénie et isolements reproducteurs notammemts da cas d’especes proches, de
population en cours de spéciation ou d’espece®pta@st une grande diversité haplotypique.
Plusieurs études comparant la phylogénie et lesensmts reproducteurs chez des
parasitoides ont montré des variabilités de repriialu importantes non seulement dans des
complexes d'espéces (Heragt al, 2007) mais également au niveau intraspécifique
notamment chez lesTrichogramma (Benvenuto et al, 2012; Pinto et al, 1991).
Parallélement, des barrieres reproductives intageées peuvent également étre observéees
en présence d’endosymbiotes bactériens manipwdamiproduction de son hote (Stouthamer
et al, 1999).

1.3 Présentation du modele biologique
Le travail présenté dans ce mémoire vise a comritu une démarche de taxonomie

intégrative chez un taxon particulier, le gefmchogramma D’une facon générale, les
trichogrammes sont des micro-hyménopteres (envidph mm) parasitoides oophages
idiobionte$. Ce mode de développement se caractérise :
- d’une part, par un développement parasite a ljgté&timaginal au détriment d'ceufs
d’autres espeéeces (I'embryon héte étant rapidenuent;t
- d’autre part, par une vie adulte « libre » (dispargossible par la marche, le saut ou
le vol) et une reproduction soit par haplo-diplefdsoit par thélytoqufe
Parmi les parasitoides d’ceufs, les trichogrammesrepu depuis plusieurs décennies une
attention particuliere avec plus de 2000 référertoegvées dans Web of Science. Cette

2 - parasitoide qui tue son héte afin d'y pondre sofi ceu
3 Les femelles diploides sont issues d'ovocytes féésrnandis que les males haploides d’ovocytesémmélés.
*: Les femelles se reproduisent de maniére asexuéelponer seulement des femelles.



particularité est expliquée par la pertinence déagen a la fois pour des fins appliquées et

pour la recherche fondamentale.

Au niveau appliquéTrichogrammaa été identifi€ comme un réservoir d'agents de lut
biologique car les espéces peuvent se développeétament d’ceufs d'environ 200 espéces
de Lépidopteres (Consadit al, 2010; Hassan, 1993; Lenteren and Bueno, 2003a Rad
Zucchi, 2004; Pintureau, 2009; Smith, 1996) voil@uttes ordres puisque ces espéces sont
connues pour s'attaquer a dix familles d’insectes.France, les trichogrammes sont déja
commercialisés pour la lutte de différents ravagetmmme par exemple ['utilisation de
T. brassicae contre la pyrale du mais Oétrinia nubilali (http://biotop-

solutions.fr/agriculture/professionnels/grandestoels.htm), de T. evanescenscontre les

chenilles de papillon de la famille des NoctuelbesdeT. achaeaecontre la mineuse de la
tomate Tuta absoluta) en serres http://biotop-

solutions.fr/agriculture/professionnels/maraichagees.htn)l Le genreTrichogrammaest

également utilisé comme un modele expérimentatetogicologie (Desneugt al, 2006).

Dans le cadre de la recherche fondamenifadehogrammaa été utilisé pour aborder des
guestions relatives a I'écologie comportementair isteractions hote-symbiote (Pinturestu
al., 2000; Roussett al, 1992; Stouthamer, 1993; Stouthameéral, 1999), a la « thermal
biology » c'est-a-dire la compréhension des effietda température ambiante sur un animal

(Hanceet al, 2007), et a la dynamique des populations.

Malgré ces acquis et ce statut de « taxon modaleeméconnaissance demeure concernant
la systématique de ce genre qui comprendrait em#0f) espéces (Nagarkatti and Nagaraja,
1977; Pintureau, 2008) dont 40 en Europe. Cetteet@st en effet compliguée a cause de
problemes techniques liés a la couverture de Iédlmmnage, au nombre limité et a la
subjectivité éventuelle des caracteres morphol@&gig@organes génitaux masculins et
antennes) utilisés pour la « systématique tradigtia ». D'autres difficultés peuvent résulter
de la rapidité des processus de spéciation obseh&s les hyménopteres (Cruaedal,
2012; Danforthet al, 2006; Ronquist and Liljeblad, 2001; Wilson andltfabler, 2005). Au
niveau intraspécifique, peu d’information sur leusturation génétique existe méme pour des
especes largement distribuées et fréquemment cariaietes (par exemple cacoeciaeu

T. evanescenslans la partie occidentale de I'écozone paléarejiqCette connaissance
insuffisante de la diversité inter et intraspéciéiqlimite probablement simultanément la

pertinence et la fiabilité des travaux appliquéarde développement de nouveaux agents de



lutte biologique ainsi que des recherches plus dorehtales (données pour choisir les

meilleurs « modéles » répondant aux questionsalerehe).

1.4 Taxonomie intégrative chez les trichogrammes : Etat d’'avancement
Au cours du temps, de nombreuses techniques diidatibn ont été mises au point afin de

caractériser les trichogrammes. Historiquement, somt évidemment les caractéres
morphologiques (genitalia males et antennes Fifjuopii ont été utilisés par un petit nombre
de spécialistes dans le domaine (Pintureau, 2008)la suite, de nouvelles techniques sont
apparues pour objectiver, faciliter ou « démoceatis les identifications comme des
méthodes biochimiques (Kazmer, 1991; Pinto et H)93; Pintureau and Keita, 1989),
I'utilisation des PCR RAPD Random Amplified Polyrpbic DNA (Vanlerberghe-Masuitti,
1994), le séquencage du gene Internal Transcrilpeae® 1, (Orrego and Agudelo-Silva,
1993) puis du géne Internal Transcribed Spacet@i{Samer et al., 1999) et plus récemment,
I'utilisation du marqueur Cytochrome oxydase 1 @rand Oztem, 2013; del Pino et al.,
2013). Parallelement, des études d’isolements deteurs ont également déja été menées
afin de mieux comprendre certains complexes d'esp@eintcet al, 1991; Stouthamest al,
2000). Si les bases d’'une taxonomie intégrativetert donc, force est toutefois de constater

gu’il n’y a pas de réelles syntheses de ces travaux

(B EE S
2apm

INRA — 5 Warot

INRA - B Pinturean INRA - G.Groussier

Figure 1 :A : Trichogramme maleB : Genitalia (a) et antennes (b) males de troieesp derichogrammadu
groupe evanescens, brassicagAa, Ab), T. euproctidigBa, Bb) efT. evanescen&a, Cb) ;C : Genitalia d'un
méale de trichogrammeD : Antennes d’un méale de trichogramme.



1.5 Présentation des objectifs de I'étude
C’est dans ce contexte que mon équipe a lancéidtive de créer un Centre de Ressources

Biologiques dédié aux trichogrammes, le CRB EP-C@larchand et al, 2017 -
https://doi.org/10.15454/AYALM)T afin non seulement de pouvoir fournir des sosache

fiables aux chercheurs intéressés mais égalememntieiex documenter la diversité de ce
taxon notamment dans la zone ouest-paléarctiques Racadre de ma formation EPHE, je
me suis ainsi plus particulierement consacrée @lisition et a I'analyse de données de
« DNA barcoding ». Ces résultats ont ensuite été congplésd des données sur d'autres
marqueurs moléculaires pour préciser les relat@wadutives entre les taxons (Cruaetdal,
2013). Enfin, des expériences de croisements antrédlisées pour mieux délimiter les
périmetres de compatibilités reproductives, lesiltés de cette approche étant eux-mémes
éclairés par I'étude des statuts d'infectiowalbachia
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2 _MATERIELS ET METHODES

Cette section du manuscrit reprend I'ensemble datenels et méthodes, les résultats étant

présentés dans les sections suivantes.

2.1 Barcoding moléculaire Cytochrome oxydase I
Ce travail a été realisé sur la période 2013-20khsemble des activités expérimentales a

éte réalisée par moi-méme. Dans le cadre de laatmation du CRB EP-Coll en vue de sa
certification 1ISO9001, les activités de caractéiosa moléculaireCOI des trichogrammes
sont formalisées par le processus PS-RDLB-003_Ré& etode opératoire MO-RDLB-009.

L’ensemble des documents est centralisé en inemen espace partagé du CRB EP-Coll.

2.1.1 Matériel biologique
Les souches utilisées dans ces travaux proviersogde collections « historiques », soit d'un

échantillonnage plus récent (2013-2017), les ctities historiques étaient auparavant
conservées dans les laboratoires "Biologie Fonaéte, Insectes et Interactions”

(Villeurbanne, France), dans I'"Unité Expérimentd&Lutte Biologique" (Valbonne, France)
ou dans I"Unité de Recherches Intégrées en Hditial' (Sophia-Antipolis, France). La
plupart des échantillonnages récents ont été @éanians le cadre de deux projets de
recherche, d'un c6té, le projet intersectoriel "G&@LS" (FP7-PEOPLE-IAPP 2013-2016 —
Resp.: Malausa T.) impliquant la société privée BNIE AGROSCIENCES et l'organisme
public de recherche INRA et, d'autre part, le grdg recherche publique "TRIPTIC" (ANR
2016-2019 — Resp.: Rasplus JY.). Des détails splale d'échantillonnage, dont les objectifs
étaient (i) de tester des méthodes de piégeapeplliecter des trichogrammes dans différents
habitats naturels ou agricoles et ainsi documdateliversité naturelle et la distribution des
trichogrammes et (iii) alimenter le CRB Ep-Collnsalisponibles dans un autre article (Muru
et al, in prep). Certaines souches ont finalement étéyeres par des collégues distants suite
a des recherches bibliographiques auprés de chascpabliant sur cette thématique ou grace
a des interactions avec des personnes en collabomatec I'équipe. Au final, plus de 3100
individus provenant d’environ 600 souches @echogrammaont été utilisés pour la
caractérisation moléculaire avec le ge@®I, une souche étant définie ici comme la
combinaison d'une date, d'un emplacement et d'ummorhiabitat précis. Les souches de
reférence listées dans le Tableau 1 (voir 87) doinwe apercu de l'aire geéographique

couverte et de la diversité des especes.
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2.1.2 Extraction d’ADN, PCR, et séquencage de la COI
L'ADN génomique a été extrait a partir de tissassf(individus récemment tués) ou congelés

(individus conservés dans de I'éthanol a -20°C)ushsant le kit prepGEM® Insect
(ZYGEM, PIN0500). Les individus non broyés ont placés individuellement dans 15 pl de
mélange réactionnel et incubés pendant 3 heur& @ pguis pendant 5 minutes a 95°C. Les
extraits ont ensuite été conservés a -20°C.

Un fragment (environ 700 pb) de la sous-unité llad€ytochrome oxydaseCQl) a éte
amplifié en utilisant les amorces LC0O1490 et HCR1@olmer et al, 1994). La
Cytochrome oxydase @&st un géne universel, assez variable pour diftézenes especes
entre elles tout en permettant de définir des aesorelativement « universelles » et donc
d’amplifier des séquences comparables chez deagaréme relativement éloignés (familles
voire des ordres).

Plus précisément, 1ul d’ADN a été utilisé pouréaction de PCR (effectuée dans un volume
total de 25ul). La PCR a été effectuée avec le @NGVultiplex PCR Master Mix (n° de
cat./ID: 206145) avec une concentration finale aev3de MgCI2 et 0,125ul de chacune des
deux solutions d'amorce (100uM). Les condition® AR étaient les suivantes : 95°C pendant
15 minutes ; 40 cycles a 95°C pendant 30 s, 50%Ca# 90 s, 72°C pendant 1 min ; et une
étape d'élongation finale a 60°C pendant 30 minutestaille des produits de PCR a été
analysée en utilisant un kit Qiaxcel DNA Fast asaly(QIAGEN S.A.S) sur le systeme
Qiaxcel Advanced (QIAGEN S.A.S) (instructions disttion expliquées dans un document
interne codifié INS-RDLB-003). Les produits de POR été séquenceés, soit avec les deux
amorces, soit avec I'amorce HC02198 uniquementtidisamt la méthode de Sanger par les
sociétés BECKMAN COULTER puis GENEWIZ (Essex, GByode opératoire expliqué
dans le document interne codifie MO-RDLB-021).

2.1.3 Analyse
Toutes les séquences ont été éditées, nettoyéesafignées avec ClustalW en utilisant

MEGA version 7.0.01 (Kumaet al, 2016). L'analyse finale présentée ici a porté s
portion courte de 271pb. Ce choix délibéré a étéwadgar la haute qualité et la fiabilité de
cette partie, méme avec un séquencage unidireeli¢ghlfCO uniquement). Il peut donc étre
utilisé avec confiance non seulement par la commmgnscientifique mais aussi par d'autres
utilisateurs finaux (entreprises privées notammeAtposteriorj cette région s'est avérée
suffisamment informative pour la plupart des taxetisu des objectifs (voir 3.2_Résultats).
Les limites de ce barcode court peuvent étre lséafi en utilisant les deux séquences
dégénérées  suivantes . 5-TNATNNTNGGNANNCCNGANATNGC et 5-

12



CNATTNTNAATATAAAAATTTANAA-3' (par exemple en commegant aux positions 207
et 453 dans l'accession GenBank MG932137 - Taldleawoir §7).
Sur la base de I'ensemble de données obtenudwmplstypes COIl ont été identifiés et triés
en utilisant DnaSP version 5.10.01 (Librado andd2p2009). Les séquences obtenues ont
été mises a disposition dans Genbank (Tableawit §V)
Les haplotypes ont été catégorisés comme suit lgzdiableau 1 - voir 87) :
 Catégorie A : haplotypes observés seulement ghéadividu ;
» Catégorie B : haplotypes observés plus d'unenf@is seulement dans un échantillon
de population ;
» Catéqgorie C : haplotypes observés plus d'unedoésents dans 2 a 10 échantillons
de population ;
* Catégorie D : haplotypes observés dans plus deiantillons ;
» Catégorie E : haplotypes récupéreés sur la basmaeées GenBank, sans information
de collecte facilement récupérable.
Chaque haplotype COI a été traduit en une séqudaceles aminés en utilisant MEGA7 et
les haplotypes présentant des variations non synesysur leur séquence entiere ont été
respectivement marqués comme "varprot" sur le Bable(voir §87).
La reconstruction d’une phylogénie a partir de $&emble des données s’est avérée difficile a
interpréter en raison de artefacts (séquenceses@tpseudogenes) avec parfois des petites
distances génétiques entre certains individus. Mwoss donc choisi la reconstruction d'un
réseau sous forme de cycles a partir de toutesldesées afin de mieux visualiser les
délimitations entre taxons et entre individus. Bopre la méthode vise habituellement a
analyser des séquences intraspécifiques, elle Erégat été utilisée pour étudier des
ensembles de données interspécifiques (Fudtoa, 2012; Yamakawa and Imai, 20138k
réseau d'haplotypes COIl a donc été établi surdimbte des haplotypes recensés dans le
Tableau 1 (voir 87) a l'aide du logiciel PopARTgsien 1.7 avec la méthode Median-
Joining (paramétre par défaut : epsilon = 0). En paslléh arbre phylogénétique a été
construit avec la méthode du Neighbor-Joifiidérivé d'une matrice de distance Tamura-Nei

choisi & partir de I'outil « Find best model » (ME® (500 réplications de Bootstfpen

® Median-Joining : Méthode de construction de réseauenraciné qui combine le réseau Minimum-Span(rapide mais restrictif avec un
seul nceud possible) et le réseau quasi-median (erengt lourd), au sein d'un méme réseau.

® Neighbor-Joining (1987): Méthode rapide de reaurntion d’arbre basée sur le principe du minimugvdlution en minimisant a chaque
étape la longueur totale des branches entre taxosiss.

" Distance Tamura-Nei (1993) : Modéle évolutif grenen compte de 6 paramétres pour quantifierifartes évolutives. Elle distingue
les taux de transitions entre purines et entrenpglines, les taux de transversions, les différedessux de substitution entre les nucléotides
et de l'inégalité des fréquences des nucléotides.

8 Bootstrap (1985) : Test de fiabilité des branctiesm arbre qui utilise la technique du ré-échamtilage aléatoire de nucléotides avec
reconstruction de N arbres fictifs confrontés &‘a d’origine. Le résultat de boostrap est expraméourcentage sur chaque branche.
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utilisant seulement les haplotypes les plus frétpuératégories B-D) et ceux de GenBank
(catégorie E). Des haplotypes de la catégorie &s (tares et, par conséquent possiblement des
artefacts) ainsi que ceux présentant des variatimrs synonymes (pseudogenes et / ou
artéfacts putatifs) ont été intentionnellement esclLes out-groups permettant d’enraciner
larbre sont des séquences Bksonia un hymeénoptere parasitoide de la famille des

Pteromalidae

2.2 Caractérisation moléculaire multilocus
Ces travaux ont été réalisés sur la période 2012018. L'ensemble des activités

expérimentales a été réalisé par moi-méme. L'apalyss données a fait I'objet d’'une
formation auprés d’Astrid Cruaud (CBGP) puis decdssions avec elle ainsi qu’avec
Claudine Montgelard (CEFE).

2.2.1 Matériel biologique
A partir des travaux menés sur le marqueur COI §c8 Barcoding COIl), 317 individus

provenant de 173 souches deichogrammaont été utilisés pour une caractérisation
multilocus. L’'ensemble des souches, leurs origeiekes informations associées sont listés
dans le Tableau 2 (voir 87). Le choix des souchdsfidus a été motive par :

0] la volonté de réutiliser autant que possible lagkes voire les individus déja utilisés

pour la caractérisation COI ;

(i) le souci de représenter I'ensemble des clustergaulalires identifiés ;

(i)  la volonté de préciser autant que possible les tomap préalablement identifies sur

COlI (« brassicae-euproctidis », « daumalae-evanesge« cacoeciae—embryophagum ».

2.2.2 Choix des marqueurs
Six marqueurs moléculaires ont été retenus pote éatde :

- deux génes mitochondriaux qui codent pour des-soités d’'un complexe de protéines

transmembranaires de la chaine respiratoire. Ometesuve en nombreuses copies dans le
génome. Ceci facilite les procédés d’amplificaties génes mitochondriaux au sein d’'un
individu. Ces genes mitochondriaux présentent wilelef diversité entre individus d’une
méme espece car les mitochondries sont transmesgsalement de meére en fille créant ainsi
un goulot d’étranglement.

La Cytochrome oxydase @OI est décrite précédemment (cf. § 3 Barcoding COI).

Le Cytochrome B CytB) qui code pour une sous-unité d'un complexe detépres
transmembranaires de la chaine respiratoire (Jeani Crozier, 1994) permet de déterminer

les relations au niveau des clades terminaux et derdécrire I'évolution récente.
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- deux genes nucléaires codants Wihglesscodant pour une protéine jouant un réle dans la

formation de motifs des ailes chez les insecteowBr and DeSalle, 1998) permet de
résoudre des relations « intermédiaires » (nivaaartomique similaire) ; (ii) la copie F2 de
EFlalpha, un géne qui code pour une protéine impliquéadg@nla phase de traduction
(Brady et al, 2006; Cruaucket al, 2013; Danforthet al, 2004) permet de récupérer des
informations au niveau des nceuds profonds desrasc@mmuns (au niveau des familles).

- deux margueurs EPIC (« exon-primed, intron-cragsi) dont les amorces s’hybrident dans

des parties exoniques et permettent d’amplifier paetie intronique du gene : la 30S
Ribosomal Protein S4RpS4 et la 60S Ribosomal Protein L27@pl279 (Lohseet al,
2011). Ces génes devraient permettre de résoudreeti#ions « intermédiaires » et ont été
utilisés notamment pour construire une phylogémig ladyménopteres associés aux galles de
chénes et de figues (Cruawt al, 2013). Ces six marqueurs ont deja été utilisés
conjointement ou en partie avec succes dans dégsasghylogénétiques sur (i) des espéces
du genreEupelmus(Hymenoptera : Eupelmidae) (Al Khatib et al., 2024 khatib et al.,
2016) et (i) des Agaonidae (Hymenoptera : Chaliciea), pollinisateurs des Ficus (Cruaaid

al., 2010).

2.2.3 PCR et séquencage
Au final, 317 extraits d’ADN ont été utilisés porgaliser les amplifications par PCR des 6

marqueurs. Pour chacun des marqueurs, 1 ul d'ABté atilisé pour un volume de réaction
de PCR de 25 ul. Les réactions de polymérisationhafine (PCR) ont été réalisées avec le
« PCR Multiplex Master Mix » de QIAGEN (Cat No. IR206145) avec une concentration
finale de 3 mM MgCI2 et 0,5 uM d'amorces listéessdie Tableau 3 en fonction du locus a
amplifier. Les conditions de PCR étaient les suiean 95 ° C pendant 15 minutes, 40 cycles
a 95 ° C pendant 30 secondes, Tm°C (cf. Tableaejignt 90 minutes, 72 ° C pendant 1
minute, avec une €élongation finale a 60°C pend@Gnniutes. La taille des produits de PCR
a été estimée avec le kit “QIAxcel DNA Fast Anadys{QIAGEN S.A.S) sur le systeme
Qiaxcel Advanced. Les produits de PCR ont été sémisedans les deux sens a l'aide des
amorces Forward et Reverse utilisées pour chacsifode cette activité étant assurée dans un
premier temps par BECKMAN-COULTER (Essex, GB) pugs GENEWIZ (Essex, GB).
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Tableau 3 : Descriptif des conditions de PCR pesimharqueurs moléculaires utilisés pour la phylagén

multilocus :
Nom des Taille du Température
Locus amorces F/R Séquence des amorces fragment d’hybridation Source
col LCOL490 F GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 710bp 48-50 C° Folmeret al. (1994)
HCO2198 R 7AAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
Oytb CBl1 F  TATGTACTACCATGACGACAAATATC 46 C° Jermiin & Crozier (1994)
ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT
Wingless LepWgla  F  GARTGYAARTGYCAYGGYATGTCTGG 53 o Brower&DeSalle (1998)
664b
LepWg2 R ACTNCGCRCACCARTGGAATGTRCA P Danforthet al. (2004)
EF-1 F2-557F F  GAACGTGAACGTGGTTATYACSAT 55 o Cruaudet al. (2013)
561b Bradyet al. (2006
F2-1118R R {TACCTGAAGGGGAAGACGRAG P yetal.(2006)
RpS4 1r P BAARGCATGGATGTTRGACA 55 C° Lohseet al. (2011)
GGTCWGGRTADCGRATRGT
28Fb F
RpL27a CAAYTTYGACAARTACCATCCWG 50000 52 Co Lohseet al. (2011)
28R R CCYTTKCCYARRAGTTTGTA

2.2.4 Analyses phylogénétiques
Le schéma des différentes étapes réalisées poanddgses phylogénétiques multilocus est

représenté dans la Figure 2 avec les logicielssésilet les numéros des modes opératoires

associés. La construction d’'une phylogénie multilooécessite préalablement de travailler

sur les alignements géne par gene avant leur camatatn afin de :

- nettoyer les séquences des primers voire leepditet 3’ peu lisibles ;

- détecter et supprimer les NUMTS (nuclear mitochi@ DNA segment), les paralogues, les

séquences de mauvaise qualité, les séquencestardstas codons—stop ;

- vérifier la cohérence des individus entre ledédifints génes et éliminer les éventuelles

erreurs manifestes (erreur de numérotation, comi@ions).
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{NUMTS] ? FJgTree
NON
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Recherche de la meilleure partition

| PartitionFinder2 :

| Construction arbre phylogénétique

| CIPRES

L

‘ Visualisation arbre phylogénétique

‘ FigTree

Figure 2 : Schéma des différentes étapes réalm®edes analyses de phylogénie multilocus.

A partir de chacun des alignements gene par geneedherche du « meilleur » modéle

I'évolution (MrAIC) sur la base de la parcimoniégst-a-dire en maximisant I'adéquation aux

données (vraisemblance) tout en limitant le nonmdeeparametres. En effet, il existe de

nombreux modeles d’évolution plus ou moins commexiel plus simple « Jukes et Cantor »

1969, impliqguant un parametre au plus complet leléte GTR (General Time Reversible)

1994, impliguant neuf parametres autorisant dex tifférents pour les six types de

substitutions (les transitions entre AG et CT,tlemsversions entre AC, AT, GC et GT), ce

dernier étant le modele le plus utilisé pour leguséces nucléotidiques.

A partir du meilleur modéle proposé par MrAIC, nausons privilégié une reconstruction

probabiliste par Maximum de Vraisemblance (ML) gst décrite comme étant la meilleure

méthode pour trouver un arbre le plus proche dédhté, son désavantage étant par contre le

bY

temps nécessaire a l'analyse. Comme alternativeméhode RaxML (Randomized

Axelerated Maximum Likelihood) optimisée uniquemeniec le modele dévolution GTR

permet de construire rapidement un arbre ML. Conemmontre la Figure 2, nous avons

privilégié les analyses RaxML sous CIPRES et pesircias ou le meilleur modéle n’était pas
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GTR, l'arbre ML a été construit avec le logiciel KBBB. Tous les arbres obtenus ont été

visualisés avec le logiciel FigTree qui permet dater facilement un arbre phylogénétique.

Une fois les arbres analysés et comparés entre raus sommes passés a l'étape de
concaténation des séquences des différents genesrgaliser des « super-alignements »
(script nexusmerge.pl, Figure 2). Ces sapalignements ont fait 'objet d’'une nouvelle
analyse MrAIC et d’'une recherche de la meilleurdifi@n. En effet, la meilleure facon de
prendre en compte I'hétérogéneéité du processusoldibon entre les génes (par exemple,
géenes mitochondriauxersusgénes nucléaires) et entre les différents sitasgiémes (par
exemple : portions codantes versus non codantassjtigns synonymes versus non
synonymes) est de partitionner les données d’atigme en groupant ensemble les données

qui évoluent de la méme facon. Deux types de schélmaartition ont été considérés :

- Un schéma de partition « a dire d’expert » préppar A. Cruaud sur la base de ses études

sur d’autres hyménopteres ;
- un schéma de partition sélectionné par le logR#etitionFinder2 (Figure 2).

Les schémas de partition sélectionnés sont alopémentés a I'analyse RaxML sous
CIPRES (Figure 2).

2.2.4.1 Analyse géne par gene

2.2.4.1.1 Vérification des séquences
Toutes les séquences ont été éditées, nettoyé&esnlalées puis alignées avec ClustalW en

utilisant soit MEGA7 (version7.0.21 -(Kumat al, 2016)), soit Geneious (version R10.2.3 —
(Kearseet al, 2012)). Les séquences codantes ont été tradfited’identifier d’éventuelles
variations dans les séquences d'acides aminésspomdantes et notamment identifier la
présence de codons stop. Pour chaque marqueurardess RaxML sont inférés et les
topologies de chacun de ces arbres sont égaleropimiacées « visuellement » les unes aux
autres afin notamment de détecter des incohérenpesactuelles » (conflits entre marqueurs
au niveau d’un individu attribuables notamment & dmreurs de tracabilité ou des
contaminations), des «incohérences geénéralis¢ad’échelle d’'une souche : amplification
de pseudogénes voire de paralogues) ou des phéesnpns complexes (hybridation
interspécifique).
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2.2.4.1.2 Modeles d’évolution et analyse phylogénétique
Le meilleur modéle d’évolution pour chaque partitiet pour les génes concaténés a été

identifié en utilisant le critere d’information dik@ike AIC implémenté dans MrAIC.pl
version 1.4.3 (Nylander, 2004). Les analyses phgnétiques de chaque jeu de données sont
réalisées en fonction des résultats du test AlGésmlans le Tableau 4 :

- sous MEGA7 pour les reconstructions ML d&tB et F2-Eflalpha en utilisant
respectivement les modéles de calcul de distan¢tadegawa Kishino Yano (HKY) et Jukes
et Cantor (JC) avec une prise en compte d'une ti@miau taux d'évolution Gamma entre

sites ;

- sur le portail CIPRES Science V 3.3 (Millet al, 2012) en utilisant I'outil « RAXML-
HPC2 on XSEDE »v.8.2.10)(Stamatakis, 2014) pour la reconstruction deseaugenes et
des genes concaténés. La reconstruction des aqutwykmgénétiques a été réalisée en utilisant
le programme RAXML (Randomized Axelerated Maximuikelihood) basé sur le Maximum
de Vraisemblance. Les reconstructions RaxML soalis&s sous un modéle « Generalised
Time Reversible » CAT (GTRCAT) avec 100 répétitiaaes bootstrap. Le GTRCAT est
utilisé pour accélérer les calculs de données itaptes, il s'agit d’'une approximation de
calcul largement utilisé pour des données sous delele GTR GAMMA. Il demande

généralement 4 fois moins de temps et de mémoire.

L’édition des arbres a été réalisée grace au legicrigtree (version 1.4.3

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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Tableau 4 : Descriptif des différents alignemetitssas pour les phylogénies multilocus.

Le tableau donne des informations sur le résutdadecherche du meilleur modéle AIC/AICc sur chades
génes et sur les différentes concaténations. ldesrdéres colonnes donnent le nombre de siteségiliians les
analyses, le nombre de sites variables et le nombrsites informatifs de parcimonie avec en pagsgHe
pourcentage des sites sur le nombre de sites total.

Locus Test M.AIC Best model  Méthodes et parametres Nbre positions Nbre de site Nbre de site
M.AIC / AICc Figures associées analysées variables  informatifs

col Minimum AIC model  GTRIG RaxML GTR CAT (CIPRES) 600 247 (41%) 212 (35%)
Minimum AICc model JC69 Figure S6

CytB Minimum AIC model  HKYIG ML HKY IG (MEGAT7) 465 201 (43%) 179 (38%)
Minimum AICc model HKYIG Figure S7

F2_Eflalpha Minimum AIC model ~ SYMG ML JC69 (G=5) (MEGA7) 540 121 (22%) 108 (20%)
Minimum AICc model JC69G Figure S4

RpL27a Minimum AIC model GTRG RaxML GTR CAT (CIPRES) 427 160 (37%) 142 (33%)
Minimum AICc model GTRG Figure S13

RpS4 Minimum AIC model  GTRG RaxML GTR CAT (CIPRES) 943 461 (49%) 356 (38%)
Minimum AICc model GTRG Figure S8

Wingless Minimum AIC model GTRIG RaxML GTR CAT (CIPRES) 434 154 (35%) 139 (32%)
Minimum AICc model GTRIG Figure S5

Concaténation Minimum AIC model GTRIG RaxML GTR CAT (CIPRES) 1065 448 (42%) 391 (37%)

Mitochondriale  Minimum AICc model HKY| G Figure S9 et Figure S10

Concaténation Minimum AIC model GTRG RaxML GTR CAT (CIPRES) 2344 896 (38%) 745 (32%)

Nucléaire Minimum AICc model GTRG Figure S11 et Figure S12

Concaténation Minimum AIC model GTRG RaxML GTR CAT (CIPRES) 3409 1344 (39%) 1136 (33%)

6 génes Minimum AICc model GTRIG Figure 7 et Figure S14
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2.2.4.2 Concaténation des genes et évaluation des partitions
Les séguences conservées a partir de cette preamahgse ont ensuite été concaténées en

ligne de commande en utilisant le script nexusmptgeis au point par A. Cruaud. Plusieurs
schémas de patrtition différents ont été envisagés :

- a partir des deux seuls génes mitochondriaux aténés COI et CytB) avec 2 partitions
associées a chacun des ger@®I( CytB et avec 6 partitions (une partition pour chaque
position dans le codon pour chaque gene) propgsebanalyse PartitionFinder2 (version
2.1.1) (Lanfeaet al, 2017) ;

- a partir des quatre genes nucléaires concatéfésalpha-F2, Rpl27a, RpS4, Winglgasec

4 partitions associées a chacun des génes et avmartifions proposées par l'analyse
PartitionFinder2 (EFlalpha-F2 Positionl, EFlalpi®®, EFlalpha-P3 + Wingless P1,
Rpl27a, RpS4, Wingless P2, Wingless P3) ;

- les 6 génes concaténé€l, CytB, EFlalpha-F2, Rpl27a, RpS4, Wingleasec 12
partitions (cf. Tableau 5) proposées par I'anaRaditionFinder2 ;

- sur les conseils d’A. Cruaud, les 6 genes conéatavec 5 partitions choisies comme suit :
une pour les ADN mitochondriauxCQl, CytB, puis une pour chacun des ADN nucléaires
(EF1alpha-F2, Rpl27a, RpS4, Wingless

Quelle que soit la partition, les arbres phylog@uéts ont été inférés en utilisant le
programme RAXML basé sur le Maximum de Vraisembgarices reconstructions RaxML
sont réalisées sous un modele « Generalised Timerstele » CAT (GTRCAT) avec 100
répétitions de bootstrap.

La comparaison des premiers schémas de partitigar{es mitochondriaux » seuls et « genes
nucléaires » seuls) avec les topologies de chaesngénes (cf. 8§ 2.2.4.1 et 2.2.4.2) S’est
avérée nécessaire afin de «nettoyer » encore unlgpgeu de séquences d'éventuelles
contaminations et d’analyser les sous-structuratiersibles uniquement sur les genes

mitochondriaux.

Les autres partitions sur les 6 génes concaténégs art permis d’analyser plus précisément
I'histoire évolutive au sein du genfgichogramma Mais des études ayant montré le risque
du sur-paramétrage et recommandant de fusionneirteblocs de données afin d’optimiser
la reconstruction phylogénétique (&t al, 2008), nous avons privilégié dans ce rapporecett

derniére analyse a 5 patrtitions (cf. § 4.2).
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Tableau 5 : Résultats de la recherche de la madlleartition sur la concaténation des 6 gere®I( CytB,
Eflalpha-F2, RpL27a, RpS4, Winglepar PartitionFinder2 utilisés pour la construstde la phylogénie Figure
S14.

Partition Geéne et position Position alignement Espamment
Début Fin entre sites

1 COl positionl 1 600 3

2 COl position 2 2 600 3

3 COl position 3 3 600 3

4 CytB position 1 601 1065 3
RpL27a 1606 2032 1

5 CytB position 2 602 1065 3

6 CytB position 3 603 1065 3

7 F2-EFlalpha position 1 1066 1605 3
Wingless position 3 2978 3409 3

8 F2-EFlalpha position 2 1067 1605 3

9 F2-EFlalpha position 3 1068 1605 3

10 RpS4 2033 2975 1

11 Wingless position 1 2976 3409 3

12 Wingless position 2 2977 3409 3
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2.2.5 Analyses complémentaires

2.2.5.1 Réseaux d’haplotypes

Des réseaux d’haplotypes ont été réalisés a p#gtrgenes concaténés sur chacun des 3
complexes d’espéces étudiés (« brassicae-eupmoetidi« cacoeciae-embryophagum »,
« daumalae-evanescens ») a l'aide de PopARTs metsib (Bandeltet al, 1999) avec la
méthode Median Joining (paramétre par défaut :l@pst 0). Pour chaque complexe, le
réseau est établi & partir de plus d’'une vingtaliiedividus pour lesquels les 6 genes

séquences étaient disponibles.

2.2.5.2 Cartographie intra-clusters
Dans le cas du complexe « brassicae-euproctides spus-structuration moléculaire a étée

confrontée aux informations concernant l'origineg&phique de souches a l'aide du logiciel
QGIS version 2.16.2.

2.3 Détection des endosymbiotes bactériens du genre Wolbachia
Ces travaux ont été réalisés sur la période 2018-20es activités de détection moléculaire

Wolbachia(2.3.2 Détection moléculaire d&olbachig et une partie des expérimentations
complémentaires (2.3.3. Expérimentations compléaieas) ont été réalisées par moi —-méme.
La détection de Wolbachia par QPCR, leur -caractérisation par MLST (2.3.3.1
Expérimentations complémentaires) et la détecticauttes symbiotes (données non
présentées) ont été réalisées en 2017-2018 paren@irMouton, Hélene Henri et ses
collaborateurs au sein du Laboratoire de BiométriBiologie Evolutive (LBBE, Lyon) dans
le cadre du projet TRIPTIC. Le traitement des sescthélytoques par antibiotique a été
réalisé en grande partie par Géraldine Groussigsti{it Sophia-Agrobiotech — Equipe
RDLB) en 2018.

2.3.1 Matériel biologique
La recherche des endosymbiot®slbachiaa été réalisée :

- Sur au moins une souche (de 1 a 48) par clusteéaulaire deTrichogramma
identifié dans la phylogénie multilocus afin d’amér nos connaissances sur le statut
d’infection des différents clusters ;

- Sur des souches thélytoques du complexe cacoe@awryophagum (n=48) et des
especed . oleae(n=2), T. cordubensign=8) etT. misB(n=1), afin de vérifier si ce
caractére est génétique ou induit YWalbachia (n=48) ;
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- Sur toutes les souches utilisées (n=28) pour Ipgreences de croisements (cf. § 2.4)
afin, éventuellement, de restaurer une reproductexuée, d'évaluer I'échec de

certains croisements par des phénoménes d’incdoilftétcytoplasmique.

2.3.2 Détection moléculaire de Wolbachia
L’ADN génomique d'un trichogramme est extrait suivda méthode PrepGEM Insect

(Zygem) dans 15ul de tampon d’extraction pendanta3i5°C puis 5min a 95°C pour
désactiver la protéinase. L’extrait est ensuiteseové a -20°C.

Une portion du génésZ (Filamenting temperature-sensitive mutatde 400pb codant pour
une protéine impliquée lors de la division celltdailes bactéries, a été amplifiée en utilisant
1,2 ul d’extraction d'’ADN dans 15ul de volume dactédn final composé de 0.84pul de Taq
Qiagen (BU/ul), 15 mM MgCI2 et 05 pM damorces rard FtsZ-F
(TTGCAGAGCTTGGACTTGAA) et reverseFtsZ-R (CATATCTCCGCCACCAGTAA),
200uM de dNTP. Les conditions de PCR étaient lesastes : 94°C pendant 5 minutes, 35
cycles a 94°C pendant 30 secondes, 58°C pendaimtuten72°C pendant 1 minute, avec une
élongation finale a 72°C pendant 10 minutes. Lagmée de 'amplicon a été analysée avec le
kit “QlAxcel DNA Fast Analysis” (QIAGEN S.A.S) sdtanalyseur Qiaxcel en présence de
témoins positifs et négatifs respectivementRaytalia lounsburyinfecté et non infecté par

Wolbachiaet un témoin négatif avec de I'eau.

2.3.3 Expérimentations complémentaires

2.3.3.1 PCR quantitative et caractérisation MLST

Afin de déterminer plus précisément les statutsifeition a Wolbachia deux autres
approches ont été adoptées par le laboratoire L&BIS le cadre du projet ANR TRIPTIC :

- d’'une part, la détection d’infections par qPCRe @approche potentiellement plus précise ;

- d’autre part, une caractérisation par « Multi uecSequence Typing » (MLST - (Baléb
al., 2006) basée sur I'amplification de 6 marquedtsZ gatB, coxA hcpA fbpA etwsp

Les espéces ou complexes d'espéces qui ont étésc#unt notamment les 16 clusters
suivants : | « daumalae-evanescens », Il « primgip>, Il « cordubensis », IV « chilonis »,

V «misB», VI «brassicae-euproctidis », VII «®is, VIII «semblidis», Xl
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« bourarachae », Xll « cacoeciae/embryophaguumli, XswC », XIV « pretiosum », 2

« achaeae », 3 « SWA », 5 « swD », 9 « oleae Tétfleau 1 - voir 87).

Dix clusters n’ont pas fait I'objet d'une recherctie Wolbachiapar manque de matériel
biologique (IX « SWE », X « dendrolimi », 1- « osiae », 4 « nerudai », 6 et 7 « exigum », 8

« SWG ») ou par manque de temps (a « swl », b «swk« swJ »).

2.3.3.2 Traitements par antibiothérapie

Afin d’évaluer le réle déNolbachiasur 'induction de thélytoquie, les souches thadytes
infectées ou non paWolbachiaont été traitées par antibiothérapie. Les soudmséte
maintenues en élevage pendant au moins 3 généadelon les conditions habituelles
(utilisation de I'héte de substitutidh. kuehniellg température de 22 + 2 ° C ; photopériode :
Nuit/Jour=8h/16h) avec toutefois un apport de miel contenant une dise0,5% de
rifampicine (en % de poids sec de nourriture). Deritéres sont ensuite surveillés au cours

du temps, la survie de la lignée et I'apparitiomuides.

2.4 Tests de croisement
Ces travaux ont été réalisés sur la période 2A®BL7. Ces activités expérimentales ont éte

réalisées la plupart du temps en binbme m’impliquansi qu'un stagiaire : Héléne Wera
(Master 1, Université de Nice Sophia-Antipolis ed8 2 a 6), Alexis Esteve (BTS1, Lycée
Jules Ferry - bloc 7), Valentin Beck (BTS1, Lycéded Ferry - bloc 9) et Camille Duraj
(BTS1, Lycée Jules Ferry - bloc 10).

2.4.1 Matériel biologique utilisé
Parmi les souches vivantes disponibles au sein BB EP-Coll, le choix des souches

utilisées pour déterminer les compatibilités repiciives a été fait sur la base du « barcode »
COl court (271 positions) afin de couvrir le mieux gibte la diversité moléculaire :

(1) inter-especes, en choisissant des souches danseri¥e des clusters
moléculaires ;
(i) intra-especes, en choisissant des souches idestd&ns les sous-clust&®l
notamment « brassicae-euproctidis», «daumalae-svang», « misB » et
« principium ».
Les souches, leurs origines et informations asee@ént listées dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Souches utilisées pour les expérinmientatle croisement

Les haplotypes COI et l'identification moléculaiomt été obtenus a partir des analyses de barcd&Brg
Barcoding (voir tableau 1 en §7 ainsi que les &gu8 et 4)

Complexe Espece Souche Origine de la souche  Source Barcode COI
2 - achaeae achaeae T_achaeae_biotop Espagne, ? BIOLINE Agrosciences  Hap_083
XI - bourarachae bourarachagsA6646 France, 2016 Projet TripTIC Hap_128
VI - brassicae-euproctidis brassicae pro02 France, 2015 Projet TripTIC Hap_027
pr010 France, 2015 Projet TripTIC Hap_005 / Hag_02
Thbra ?France, ? Collections historiques Hap_005
pug247 France, 2015 Projet TripTIC Hap_027 /H&9 0
isa3080 France, 2015 Projet TripTIC Hap_036
prool France, 2015 Projet TripTIC Hap_036
pro06 France, 2015 Projet TripTIC Hap_036
euproctidis  Egypteupro Egypte, ? Collections higtars Hap_068
IV - chilonis chilonis Taiwan Taiwan, ? Collections historiques ~ Hap_091
| - daumalae-evanescens daumalae Tdaum France, ? Collections historiques p_622 ; Hap_008
evanescens  isal797 France, 2015 Projet TripTIC Glp
am002 France, 2015 Projet TripTIC Hap_021
muru009 France, 2015 Projet TripTIC Hap_011
af017 France, 2015 Projet TripTIC Hap_021
tsm004 France, 2015 Projet TripTIC Hap_044
VII - misA misA al22 France, 1990 Collections historiques ~ Hap_004
V - misB misB ISA14313 France, 2015 Projet TripTIC Hap_155
ex-misC ISA15550 France, 2015 Projet TripTIC Hap_132
I1 - principium principium  |SA1729 France, 2015 Projet TripTIC Hap_113
8la France, 1975 Collections historiques Hap_001
VIII - semblidis semblidis  FPV025 France, 2015 Projet TripTIC Hap_017
FPV034_A France, 2015 Projet TripTIC Hap_112
PR0OO07 France, 2015 Projet TripTIC Hap_017
ACJYR0030 France, 2015 Projet TripTIC Hap_017
Xl - swC swC FLO201 France, 2016 Projet TripTIC Hap_121
5-swD swD JAP0018 Japon, 2016 Projet TripTIC Hap_137

2.4.2 Réalisation des croisements
Le mode opératoire précis est accessible danscentent standardisé MO-RDLB-015. Pour

une question de faisabilité, les expériences deseament ont été menées par bloc de 6
souches maximum. Neuf blocs ont été nécessaires g@géierminer les compatibilités
reproductives entre 28 souches sexuées. Pour clidociele plan expérimental impliquait
systématiquement (i) des tests sur des femellegesepour détecter un éventuel mode de
reproduction thélytoque, (ii) des croisements panen (12i x 171, i indiguant une souche

particuliere), (i) des croisements inter-souchibrectionnels (i x 17 et 19j x 131, i et j
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indiquant deux souches différentes). Les femeliegyes et les couples ont été maintenus tout
au long de leurs vies dans des tubes contenamedéshotes &. kuehniellalLes conditions
abiotiques étaient de 22 + 2 ° C, une humiditétiretaquotidienne comprise entre 50% et
70% et une photopériode nuit / jour de 8h / 16hdeacendance a ensuite été sexée et, pour
chaque croisement parental ou inter-souches, daa@tres ont été mesurés pour évaluer le
niveau de compatibilité de la reproduction :

- RC1 : la proportion de croisements qui ont fo@umimoins une fille

- RC2 : la proportion moyenne de filles dans legsaments ou au moins une fille a été
observée.

Sur la base de ces résultats, quatre niveaux cifmpatibilités de reproduction ont été

définis :
- Incompatibilité totale : RC1=0%
- Faible compatibilité : 0 < RG130%
- Compatibilité moyenne : 30% < RC1 et REZRCeii le RGeui

étant défini comme la plus faible valeur RC2 ob&erdans les croisements parentatixi 1
134).
- Forte compatibilité : RGuii < RC2 et 30% < RC1

D’une fagon générale, RGZi est fonction des souches parentales utiliséesstanditions
d’expérimentations. RGg,jvarie donc de la fagon suivante :

- dans le paragraphe 3-Barcoding COl, la valeur RB€Qil est respectivement 55% et 33%
pour les complexes « brassicae euproctidis » aurdlae-evanescens ».

- dans le paragraphe 4 -Multilocus, la valeur R@Rilglu complexe « V-misB » est de 84%

- dans le Supplément S1: « croisements générada waleur de RC2_seuil est définie
comme la valeur de RC2 la plus faible observée tweeroisements parentaux pris dans leur
globalité c'est-a-dire 32% a I'exclusion des crwisats parentauswD, trés meédiocres
(RC1=20%, RC2=0.01%).

Les résultats généraux liés a I'ensemble des ecnasts sont présentés dans le Supplément
S1, S2, S3. Seuls les résultats de croisemenisgr@g par rapport aux guestions posées sont

détaillés dans les paragraphes suivants.

27



3 CARACTERISATION DE LA BIODIVERSITE DES TRICHOGRAMME S VIA
LE BARCODING COl

3.1 Introduction
Comme mentionné dans l'introduction, la systématigu genreTrichogrammareste mal

connue. Une meilleure compréhension de la dived#térichogrammapeut étre envisagée
par le séquencage d'une partie de la sous-unité [& €ytochrome oxydas€Ql) (DNA
barcoding - Heberet al, 2003). Rétrospectivement, les études de barcoaimgoutefois
souligné que des précautions doivent étre prises jmberpréter les résultats moléculaires
unigues en termes d'artefacts techniques (erreGR Pséquencage, co-amplification des
pseudogénes ou contaminants), biologiques (hétsmpe ou présence de symbiotes) ou
evolutifs (I'introgression de 'ADNmt ou I’ « inoplete lineage sorting ») qui peuvent rendre
la délimitation des especes impossible (Cruatidal, 2017; Frézal and Leblois, 2008;
Shokrallaet al, 2015; Songet al, 2008). La qualité de I'échantillonnage est égaletmun
aspect clé a considérer et doit couvrir du mieussyiide les variations inter et intraspécifiques
(Meyer and Paulay, 2005). L'approche du barcodoigdbnc étre couplée a d'autres sources
d'informations (caractérisation morphologique, eigees de croisement, données
écologiques, etc.) dans une démarche de taxonondigrative (Schlick-Steineaat al, 2010;
Will et al, 2005). Des résultats convaincants ont ainsi &ténais en utilisant de telles
approches pour plusieurs groupes d’hymeénoptereKifatib et al, 2014; Gebiolaet al,
2017; Mottern and Heraty, 2014; Rugman-Jagtes,, 2009).

Le but de cette étude est un premier pas vershjettd et la volonté de combler un manque
évident. En effet, une interrogation récente sunBamk (2017-11-27) n'a mis en évidence
gue 759 séquenc&€Xl de Trichogrammalla plupart d'entre elles n‘ayant pas été attebug
un nom d'espéce. Nous avons ainsi géenéré un gramére de barcode COI provenant du
taxonTrichogramma(plus de 3100 individus) obtenus a partir de 68ickes de laboratoire,
prélevés en France et dans d'autres pays europaadsupérés aupres de GENBANK (voir
Tableau 1 - voir 87). Un arbre phylogénétique etréseau d'haplotypes ont été reconstruits
pour étudier le groupement moléculaire et sa campe avec les identifications
morphologiques (lorsqu'elles étaient disponiblesgt@ prise en compte pour éviter les
artefacts possibles énumérés ci-dessus. Nous dwamtement effectué des expériences de
croisement pour étudier plus précisément la déiiméades espéeces dans deux complexes

d'espeéces.
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3.2 Résultats
Les résultats présentés ci-dessous dans le pahegi@@3.2 et dont le § 2-Matériels et

Méthodes sont décrits dans le paragraphe § 2.1.faintl’'objet de la rédaction d'une
publication scientifique (Warokt al, in prep) ainsi que d’'une communication dans un

congres francophone (Warettal, 2017).

3.2.1 Diversité haplotype
Le court « barcode COIl » (271pb) a été obtenu piws de 3100 individus. L'analyse de

'ensemble des données composé de ces séquenéggl@ 191 haplotypes. De ces 191
haplotypes, 12 provenaient de taxons externes iane §eichogramma(autres Chalcidoidea,
supposeés Platygastridae ou méme I'héte d’éleadgeehniellg tandis que les 179 restants
identifiés comme appartenant au gefreehogramma(Tableau 1 - voir 87). Sur la base des
fréquences de notre ensemble de données, ces \pEsobnt été répartis comme suit
(Tableau 7).

- Catégorie A (trés rare - une seule copie) : &Adtypes (29% du total)

- Catégorie B (rare - un seul échantillon) : 5plbogypes (28%)

- Catégorie C (fréquente - 2 & 10 échantillons) : 9 hdplotypes (27%)

- Catégorie D (commune - > 10 échantillons) : 1@lbiypes (9%)

21 de ces haplotypes (12% du total) présentaiemi@ns une variation non-synonyme dans
leurs séquences d'acides aminés par rapport aglzerseée partagée par tous les autres
(Tableaux 1 en 87 et 7). Ces 21 haplotypes sedrenw/tous répartis dans les trois premiéres
catégories (A-C) (respectivement n =9, n = 7 =t5).

En outre, dix séquences de Genbank (catégorie Epténajoutées. Parmi celles-ci, trois
séquences (30% du total) présentaient des vargatmm-synonymes dans les séquences

d'acides aminés, y compris la séquence unique miislegourT. danausicidgNagaraja).
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Tableau 7 : Distribution des haplotypes COIl en fimmcdes déterminations moléculaires

Les catégories (A-E) sont détaillées dans le §21.Blatériels et Méthodes.

L'étiquette "varprot" indique le nombre d'haplotypeour lesquels au moins une variation de la séguen
d'acides aminés a été observée.

Total Distribution des haplotypes varprot Idéadition, sources
A B C D E

Clusters

| - daumalae_evanescens 25 6 9 5 5 0 3 BP ; é8habk

Il - principium 4 0 1 3 0 0 0 BP

Il - cordubensis 11 4 2 2 3 0 4 BP ; Genbank

IV - chilonis 9 2 1 5 0 1 0 voir Benvenuto et al.
2012

V - misB 10 1 3 6 0 0 2 _

VI - brassicae_euproctidis 26 7 7 9 3 0 8 BP ; G&nbank

VIl - misA 2 0 1 1 0 0 0 _

VIl - semblidis 4 0 2 2 0 0 0 BP

IX - swkE 2 0 1 1 0 0 0 _

X - dendrolimi 5 0 2 0 0 3 0 BP ; Genbank

XI - bourarachae 9 3 3 2 1 0 1 BP

XII - cacoeciae_embryophagum 37 12 12 7 3 3 4 B8Bnbank

Xl - swC 3 0 0 3 0 0 0 _

XIV - pretiosum 3 0 1 1 1 0 0 BP ; Genbank

Haplotypes isolés

1 - ostriniae 1 0 0 0 0 1 0 Genbank

2 - achaeae 1 0 0 1 0 1 0 JS ; Genbank

3-swA 1 1 1 0 0 0 0 _

4 - nerudai 1 0 1 0 0 0 0 BP

5-swD 1 0 1 0 0 0 0 _

6 - exiguum 2 1 0 1 0 0 0 0 BP

7 - exiguum 1 1 0 1 0 0 0 0 BP

8 - swG 1 0 0 1 0 0 0 _

9 - oleae 1 0 0 0 1 0 1 BP

10 - danausicida 1 0 0 0 0 1 1 Genbank

Non affiliés 17 16 1 0 0 0 1
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3.2.2 Structuration moléculaire
La structuration moléculaire a été étudiée ensatilt deux approches complémentaires :

- le réseau des haplotypes (Figure 3) utilisamiéghode Median-joining et englobant les 179
haplotypes d’ADN pour plus de 3100 individus,

- I'arbre Neighbor-Joining (Figure 4) reconstruit fa base de la distance de Tamura-Nei en
excluant les haplotypes de la catégorie A et lgaeséces d’acides aminés avec variations non
synonymes (nomme "varprot" dans les Tableaux },etont 114 séquences.

A partir de ces deux approches, 14 groupes diftér@rumération latine : 1 & XIV sur les
Figures 3 et 4) ont été mis en évidence, chacuredegroupes étant défini comme un
ensemble monophylétique d'au moins 2 haplotypesérgéement soutenu par une valeur
élevée de bootstrap (> 80%) dans I'arbre Neighbminly (Figure 4), les seules exceptions
étant les groupes I, VI et Xll en positions basalass l'arbre. Ces trois groupes étaient
toutefois bien différenciés sur le réseau d'haplesy(Figure 3). En fait, les délimitations des
clusters les plus compliquées ont également étéradss pour ces clusters (des valeurs de
bootstrap faibles sont observées a leur base) rig-igu A propos du cluster I, I'haplotype
Hap_074 (mis en évidence par un * dans la Figuet [& Figure 4) a finalement été inclus
tandis que I'haplotype Hap_ 103 (mis en évidenceaa été exclu en raison de sa position
éloignée dans le réseau des haplotypes (FigurgdrByaisonnement similaire a été appliqué
pour le cluster VI pour lequel I'haplotype Hap_184s en évidence par ***) a finalement été
inclus. Sur la base du réseau des haplotypesdpliiente haplotypes ont été regroupés dans
le cluster XII malgré une structuration internelasd les haplotypes Hap 196, Hap_ 197 et
Hap_ 198 (rectangle en pointillés sur la Figure@gs trois haplotypes étaient en effet bien
entrelacés avec les autres dans le réseau desylpasldellipse en pointillés sur la Figure 3).

Certains haplotypes n'ont été attribués a aucuwesid4 groupes.
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Figure 3 : Réseau d’haplotypes obtenu grace a PopAR

Le réseau a été déduit en utilisant la méthode aedibining avec epsilon = 0 (parameétre par défaut).

Chaque ellipse correspond a un cluster moléculéitenération latine) ou a un haplotype isolé valide
(numération arabe) tel que défini dans les résultat I'exception des cercles gris (séquences Génban
Catégorie E), la taille du cercle correspond aatégorie d'occurrences (catégories A-D) (voir $/12tériels et
Méthodes). Les petits cercles blancs corresporileies haplotypes trés rares (catégorie A) et nidiéaf(voir
résultats). Les haplotypes en rouge présentent @osnune variation dans leurs séquences d'acidésgam
L'ellipse en pointillé, les astérisques rougesest étoiles jaunes indiquent des haplotypes paksisu(voir
résultats).
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[I] — daumalae-evanescens

1- ostriniae
1] - principium 2- achaeae
[III] - cordubensis
[IV] - chilonis

3- sWA
V] - misB 4- nerudai

[VI] - brassicae-euproctidis

[VII] - misA

Figure 4 (début) : Arbre phylogénétique obtenu gAMEGA7.0

L'arbre phylogénétique a été construit a partirldé haplotypes c'est-a-dire des séquences unidaeisles
aminés et appartenant aux catégories d'occurrdwegvoir 82-Matériels et Méthodes). L'histoire &uove a
été déduite en utilisant la méthode Neighbor-Jgiranpartir des distances évolutives calculéesidel'de la
méthode Tamura-Nei, 500 répétitions ont été ugbsgour le calcul du bootstrap. Au total, 271 fimss ont été
prises en compte dans l'analyse, toutes les pasitontenant des lacunes et les données manquanitésd
éliminées.

Les rectangles et les fleches correspondent regpaent aux groupes moléculaires (numération latineaux
haplotypes isolés (numération arabe) tels que idédimns les résultats. Le rectangle en pointil&sastérisques
rouges et les étoiles jaunes indiquent des hapstparticuliers (voir §3.2 Résultats) tandis queckercles verts
mettent en évidence des haplotypes impliqués desiexbériences de croisement.
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[VII] - misA e

[VIII] - semblidis e

[IX] - sWE

— 5- swD

[X] - dendrolimi

[XI] - bourarachae

(XII]-

cacoeciae-embryophagum |

[XIII] - swC
9- oleae

[XIV] - pretiosum 6- exiguum1
7- exiguum2
8- swG

Figure 4 (fin) : Arbre phylogénétique obtenu graddEGA7.0

L'arbre phylogénétique a été construit a partirldé haplotypes c'est-a-dire des séquences unidaeisles
aminés et appartenant aux catégories d'occurrdwegvoir 82-Matériels et Méthodes). L'histoire &uove a
été déduite en utilisant la méthode Neighbor-Jgirdnpartir des distances évolutives calculéesidel'de la
méthode Tamura-Nei, 500 répétitions ont été uakggour le calcul du bootstrap. Au total, 271 fass ont été
prises en compte dans l'analyse, toutes les pasitontenant des lacunes et les données manquanitésd
éliminées.

Les rectangles et les fleches correspondent reégpaent aux groupes moléculaires (numération latineaux
haplotypes isolés (numération arabe) tels que idédimns les résultats. Le rectangle en pointil&sastérisques
rouges et les étoiles jaunes indiquent des hapstparticuliers (voir 83.2 Résultats) tandis qeckercles verts
mettent en évidence des haplotypes impliqués desmgxpériences de croisement.
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Parmi ceux-ci, neuf haplotypes semblaient valigeas (de variation de leur séquence d'acides
aminés COlI) et clairement isolés les uns des a(figares 3 et 4, numérotation arabe de 1 a
9). Cet ensemble de neuf haplotypes comprendia¢dession GENBANK pouf. ostriniae
Pang & Chen (Hap_103), (ii) cinq haplotypes raremtggorie B : Hap_009 "exiguum 1"
Hap_055 "nerudai”, Hap_067 "exiguum 2", Hap_115A%wt Hap 137 "swD"), (iii) deux
haplotypes assez fréquents (catégorie C : Hap 6&C", Hap83 "achaeae"), (iv) un trés
fréquent (catégorie D : Hap_003 "oleae"). Un dixéemmaplotype (catégorie E, Hap_ 097,
identifié commeTrichogrammadanausicida est apparu clairement isolé de tous les autres
haplotypes du réseau (Figure 3) mais a présentévalgations au niveau des séquences
d'acides aminés.

Enfin, 16 haplotypes trés rares (catégorie A) etrk (catégorie B) n'étaient pas affiliés
(étiguetés comme « non affiliés » dans les Tabldaetx7 - cercles blancs dans la Figure 3) et
sont susceptibles d'étre des artéfacts.

A posteriorj la délimitation des clusters permet de s’inté¥essl « gap de barcoding » c’est-
a-dire la différence entre la distribution des atisies intraspécifiques par rapport a celles
interspécifiques (Figure 5). Ainsi, les médianes destances évolutives sont de l'ordre de
0,01 en intraspécifique et 0,07. Le chevauchemeitne ées deux distributions est tres limité
puisque, par exemple, les trois premiers quartikeda distribution intraspécifigue sont non
chevauchants avec les 3 derniers quartiles de latrildition interspécifique.
Approximativement, la frontiere entre les varialsi intra et interspécifiques semblent se
situer autour de 0,04 - 0,05.

Par rapport a cette tendance générale, on obseataines distances interspécifiques
anormalement basses (0.02<d<0.03). Apres vérifioatielles impliquent toutefois
systématiqguement des haplotypes de la catégortkertifiées comme de probables artefacts.
A Tlinverse, on observe les distances intraspéodf) les plus élevées pour les deux
complexes « daumalae-evanescens » (en particcgibe, entre Hap008-Tdaum et Hap074) et
« cacoeciae-embryophagum ». Concernant les donntaspécifiques hors complexes, les
distances les plus élevées (ronds sur Figure Bpg®rtent au cluster « chilonis » a l'intérieur
duquel des isolements reproducteurs ont déja éséreds lors d’'une précédente étude
(Benvenuteoet al, 2012). Enfin, on peut noter que, par comparacses données impliquant
ou non des variations dans leur ségquence protéigsialistances impliquant au moins une
séquence présentant des variations dans leur sggpsstéique (« VARPROT » sur Figure 5)

ont une tendance a étre plus élevées.
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Figure 5 : Variabilité des distances évolutives di@snées intra et interspécifique
Variabilité des distances évolutives calculées $eusodéle de substitution Tamura Nei de plusiséres définies en Barcoding COl, catégoriséesadele a droite sur le

graphique, comme suit :
- en intraspécifique : les 3 complexes « daumalasescens », « brassicae-euproctidis », et « cagsembryophagum », les données intraspécifiquesceanplexes et

varprot, les données intraspécifiques impliquarg ségquence avec variation d’acides aminés (1-Vgrpes données intraspécifiques impliquant deuyuséces avec

variation d'acides aminés (2-Varprot),
- en interspécifique : les données interspécifiqgaesd Varprot, les données impliquant une séquawnee variation d’acides aminés (1-Varprot), lesrd@s interspécifiques

impliqguant deux séquences avec variation d’acides@s (2-Varprot),
Le graphique représente une boite avec la médiemeuartiles supérieurs et inférieurs, et des taghss avec les valeurs minimales et maximalescérdes représentent

les valeurs aberrantes non prises en compte paatdal des quartiles.
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3.2.3 Congruence avec les anciennes identifications
Le nom de l'espece tel que déduit de I'examen notwglyue (par B. Pintureau pour les

collections historiques et par les auteurs quidBaposé les séquences dans Genbank) a été
porté sur les clusters et les haplotypes isoléeniPi@s 23 clusters / haplotypes isolés, 11
étaient associés a un nom d'espéece uniquechaeagT. bourarachaePintureau et Babault,
T. chilonis Ishii, T. cordubensisVargas et CabelloT. dendrolimi Matsumura,T. oleae
Voegelé et PointelT. ostriniag T. nerudaiPintureau et Gerdingl. pretiosumRiley, T.
principium Sugonjaev et Sorokina &t semblidis(Aurivillius) (Figure 4). Etonnamment,
deux haplotypes divergents (Hap_009 et Hap_067)étntassignés &. exiguumPinto &
Platner (voir les étoiles jaunes sur les Figures 8). Les trois plus grands groupes (I, VI et
XIl) comprenaient deux noms d'espéeces différentsnetdonc été considérés comme des
complexes d'especes : respectivement "daumalaessams”, "brassicae-euproctidis” et
"cacoeciae-embryophagum”. Enfin, sept clusters AmimisB, swC et swk) ou haplotypes
isolés (swA, swD, swG) n'ont été attribués a autam d'espéce disponible (Tableau 7).

3.2.4 Expérimentations de croisements
A posteriorj les résultats d’(in)compatibilités reproductivierent fortement entre les deux

groupes, "brassicae-euproctidis” et "daumalae-escams".

Dans le complexe « brassicae-euproctidis », auclesefemelles vierges (n = 78, toutes
souches incluses) n'a pu produire de filles ettessements parentaux ont été tres efficaces
avec un RC1 moyen de 88% (entre 75% et 100% - 3\, tofites souches incluses) et un RC2
moyen de 63% ([55% ; 80%] - n = 93, toutes soudhekises). Comme résumé dans la
Figure 6A, des niveaux variables de (in)compat#sliont été observés dans des croisements
inter-souches avec un RC1 moyen de 51% ([0% ; 100%5 189, tous croisements inclus) et
un RC2 moyen de 41 % ([1% ; 93%] - n = 132). Entipalier, la souche "Egypteupro”
semblait étre entierement (fleches noires) ou moete (fleches rouges) isolée
reproductivement de la plupart (5/6) des autrexhsesl Cependant, son croisement était
possible au moins avec la souche "ISA3080" qui &lfe-méme compatible avec la souche
"PUG247". D'autres incompatibilités unidirectionieel complétes ou fortes (respectivement
fleches noires et rouges) ont également été olserdans ce complexe méme entre deux
souches ("ISA3080" et "PR001") partageant le méaredale COI (Hap_036) (Figure 6A).
Dans le complexe « daumalae-evanescens », aucsrferdelles vierges n'a pu produire de
filles (n = 23, toutes souches incluses). Les parémces des croisements parentaux étaient
plus faibles que celles des autres complexes, @vétC1 moyen de 84% ([80% ; 88%] - n =
29) et un RC2 moyen de 45% ([33% ; 57%] - n = Z®is dans leur ensemble, les
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croisements entre souches présentent en générgledesmances similaires avec un RC1
moyen de 92% ([67% ; 100%] - n = 60) et un RC2 moge seulement 47% ([24% ; 54%)] -
n = 60). Comme le montre la Figure 6B, les deuss ghibles compatibilités reproductives
(fleches orange) ont été observées pour deux pdgeuches difféerentes. Une expérience
complémentaire impliquant un mélange de fils etfldss (G1) a montré la présence de
petites-filles dans la génération suivante. Auclilleevierge n’a pu produire de petites filles
(n=84, toutes souches incluses) excluant donc foutge de thélytoquie.

Flg GA Hepl35
PROOA
Hapl2? -//a
PROOZ
Hapl36
-_'_-_- PROOS
Hapl27_Hepld5 . = gﬁﬂﬂfﬁr\u
PRO1D
Hap023 Hapl2
HapD0S PUGZAT
TERA
Fig 6B
Hapl21
e
Hap08 Hap011
Toaum S —— T ]
\ oy
TS0

Figure 6 : Résumé des (in)compatibilités de repctidn dans deux complexes d'espéces, "brassicae -
euproctidis” (A) et "daumalae - evanescens" (B).

Pour chaque complexe, la couleur de la fleche féeer@u niveau de la (in)compatibilité de reproguctomme

suit : Noir = Incompatibilité totale ; Rouge = Coatibilité faible ; Orange = Incompatibilité moyenn¥ert =
Compatibilité élevée.

Des fleches doubles ont été utilisées lorsque ilesanx d’(in)compatibilité de reproduction étai€mjuivalents
guelle que soit la direction des croisementgi (13 et 12j x 144, i et j indiquant deux souches différentes).
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3.3 Discussion
En investissant massivement sur le séquencage dddéNanger de plus de 3100 individus

provenant de sources diverses, ce travail a prelbrabit genéré le plus grand jeu de barcode
COl disponible jusqu'a présent sur les especeedregrichogrammaEn se concentrant sur
un petit fragment de I€OI, qui pourrait étre facilement et de maniére fiahlecessible aux
différents utilisateurs finaux (scientifiques maisssi producteurs d'agents de lutte biologique
ou organismes de régulation), nous avons montiéetgit possible de caractériser en routine
des souches avec une précision qui releve du nigdediespece ou de clusters d’espéces a
l'intérieur desquels nous n'avons pas observé dehsss complétement isolées hormis des
changements de mode de reproductidrmpretiosumpar exemple). Ceci reste toutefois a
confirmer en élargissant l'aire géographique d’'é@tiiannage afin de prendre en compte au
mieux la variabilité intraspécifique et plus gémémgent la couverture taxonomique des
Trichogramma(espéces rares spécialisées).

La seule difficulté technique rencontrée au cogrsette étude était I'apparition d'haplotypes
correspondant vraisemblablement a des pseudogénasdes artefacts techniques (Buhay,
2009; Songet al, 2008). Cependant, d'aprés (i) leur séquenceda@'acaminés, (ii) leur
fréquence relative et (iii) leur positionnementsain du réseau d'haplotypes, nous pensons
avoir pu distinguer les « vrais » haplotypes COlest haplotypes « COl-like » obtenus a
partir de pseudogénes ou d’artefacts techniques.

Notre estimation de la proportion d’haplotypes «-Ka » varie entre 22% (lorsque seuls les
haplotypes « non affiliés » et « varprot » étaipns en compte) et 61% (lorsque tous les
haplotypes et haplotypes « varprot » des catégéries B ont été inclus). Une proportion
aussi élevée peut sembler alarmante, mais il fardey a I'esprit que les haplotypes associés
sont le plus souvent rares ou trés rares et camegmt a une petite proportion d'individus.
Sur I'ensemble de données, 1,6% des individus t@paent a la catégorie A, et 4,9% a la
catégorie B.

Un intérét majeur des données générées est un greppariement explicite entre les
informations moléculaires et morphologiques de dspéces paléarctiques occidentales
(indigénes ou établies). achaeae, T. bourarachae, T. cacoedchal T. cordubensis, T.
daumalae. Dugast et VoegeléT. dendrolimi, T. embryophagurdartig, T. oleae, T.
principium et T. semblidisCet appariement doit encore étre utilisé avedgmoe puisque
seulement sept des clusters / haplotypes isoléétéridocumentés par au moins deux sources

indépendantes (Tableau 7). De plus, quatre cordlils ou moins aigus ont été observés.
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Parmi ceux-ci figurait I'observation de deux sogchautement divergentes dTinexiguum
putatif pour lesquelles la description disponibderit étre utile (Pintet al, 1983). D'autres
conflits s’expliquent probablement par des commexkespéces tels qu'ils peuvent étre
observés chez les hyménoptéres (Al Khatikal, 2014; Gebiolaet al, 2017; Mottern and
Heraty, 2014; Rugman-Jones al, 2009). En particulier, la présence de souchestiidees
commeT. cacoeciaeet T. embryophagunau sein d'un méme groupe est logique car les
femelles semblent étre morphologiqguement proches deux supposées "especes"” semblant
principalement différer par leurs déterminismesseéne, T. cacoeciaeet T embryophagum
étant respectivement décrits a I'origine commeytbgle et arrhénotoque (Pintureau, 1997;
Vavre et al, 2004). De méme, les proximités moléculaires dpaet, deT. oleaeet deT.
pretiosum et, d'autre part, del. brassicae Bezdenko et deT. euproctidis (Girault)
correspondent bien a leurs affiliations respectiaaes groupes "pretiosum” et "evanescens”
définis par B. Pintureau sur la base de I'examencdeactéres morphologiques (Pintureau,
2008). Le plus surprenant est la présence d’'unesigentenant. daumalaest T. evanescens

En effet, sur la base de caractéres morphologidigegtaient auparavant affiliés a deux
groupes différents, respectivement « pretiosumweatanescens » (Pintureau, 2008). Dans ce
cas particulier, nous ne pouvons cependant pasrexgue notre souche de référence gour
daumalaesoit erronée ; aussi, des investigations morphagleg sont actuellement menées
pour Vvérifier cette possibilité. Quels que soiees Wéritables statuts taxonomiques des
souches actuellement englobées dans les complexessicae-euproctidis » et « daumalae-
evanescens », les expériences de croisement orgmesidence des patrons contrastés de
compatibilités reproductives. En particulier, dégeaux trés variables de (in)compatibilités
reproductives ont été observés dans le complexasshmae-euproctidis” comme déja décrit
par Pintureau et Babault (1981). Ce schéma ne gesu€tre facilement expliqué ni par des
divergences moléculaires et / ou par des isolemgéatgraphiques comme observé par
exemple poufT. chilonis(Benvenutoet al, 2012) et, ni par des infectionsvéolbachia(cf.

« Matériels et Méthodes » - § 2.3), l'inductiomdimpatibilité cytoplasmique induite étant
peu probable. Cette variabilité des compatibiliggzoductives évoque donc plutét les profils
observés dans des croisements intraspécifiqueso(Binal, 1991), et dans le complexe
« minutum-platneri » d&richogramma(Pintoet al, 1991; Stouthamest al, 2000).

Enfin, cette étude a mis en évidence au moins gumtupes (misA, misB, swC et swE) qui
constituent probablement quatre especes. Malhezmearst, une caractérisation moléculaire
complémentaire utilisant ITS2 - un marqueur molécaltrés variable utilisé dans plusieurs
études (Almeida and Stouthamer, 2015; Avila-Rodriget al, 2013; Liu et al, 2017;
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Polaszelet al, 2012; Poorjavaét al, 2012; Sumeet al, 2013) - n‘a pas mis en évidence de
similarités suffisantes avec des souches idemngifidecumentées dans Genbank. Leurs
identifications devront donc s'appuyer sur la fetwaractérisation moléculaire d'espéeces
similaires et déja identifiées et / ou sur une exge renouvelée sur les caracteres
morphologiques.

Pris dans son ensemble, cette étude constitue rgmigre contribution a la taxonomie

intégrative des especes du genrdachogrammadans la zone Ouest-Paléarctiqgue. Ces
informations peuvent toutefois d'ores et déja éaitdes a diverses fins (recherche et
développement en biocontrdle, recherche fondanentauestions de régulation). L'objectif
suivant est d'étendre l'analyse moléculaire a @'aunharqueurs (en particulier nucléaires)
pour mieux déméler les complexes d'espéces etifaura phylogénie plus résolue (Al khatib

et al, 2016). Une fois obtenue, une telle phylogéniaisgrertinente pour cartographier les
caractéres morphologiques traditionnellement @sligour la taxonomie mais également
certaines caractéristiqgues phénotypiques. Pouraéssi fructueux et exhaustif que possible,
ce travail s'appuie bien entendu sur le soutiercdesnunautés scientifiques traitant du genre
Trichogrammadans la région Ouest-Paléarctique afin de fouumr matériel biologique

pertinent et une expertise basée sur la morphologie
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4 VERS UNE PHYLOGENIE MULTILOCUS DU GENRE TRICHOGRAMMA

4.1 Introduction
Comme évoqué précédemment, le gefmehogrammaregroupe plus de 200 espéeces dont

plus de 40 en Europe. Nous avons vu dans le Chapitcédent comment le séquencage
d’'une portion de 1&COI (8 3 « Barcoding ») peut permettre de caractépsécisément et
rapidement la biodiversité. Ainsi 24 «entités » @u étre identifiées sur la base d’'un
fragment court d€OI.

D’une facon plus générale, I'utilisation d’'une pont méme longue d’un seul gene d’ADN en
particulier mitochondrial, reste toutefois évidermnénsuffisante pour retracer I'histoire
évolutive des espéces. Plusieurs études montremiffenune discordance entre I'histoire
évolutive d'une espéce et la phylogénie recongtraipartir du seul gene mitochond@0I
utilisé en barcoding (Dupuigt al, 2012). En fait, seule une démarche de phylogénie
multilocus peut permettre de documenter a la fessrélations phylogénétiques anciennes et
plus récentes en choisissant des génes évoluafdcda contrastée (Cruawat al, 2010;
Danforthet al, 2013). Dans ce contexte, nous avons sélectiarméarqueurs moléculaires,
COl, CytB, Wingless, EFla, Rpl2éaRpS4(cf. § 2.2.2 choix des marqueurs) qui permettent
chacun de résoudre les relations phylogénétiquies aiveaux différents. Certains, comme la
COl et leCytB permettent de déterminer les relations au nivesucthdes terminaux et donc
de décrire une évolution récente. D’'autres permette récupérer des informations au niveau
des nceuds profonds des ancétres communs notar&meatF-2 et Rpl27a. Winglesst RpS4
permettent de résoudre des relations « intermeégiair Ces six marqueurs ont déja été utilisés
conjointement ou en partie avec succes dans dégasgphylogénétiques sur (i) des espéces
du genreEupelmugHymenoptera : Eupelmidae) (Al khatbal. 2015 ; Al khatibet al. 2016)

et (ii) des Agaonidae (Hymenoptera : Chalcidoidpallinisateurs deBicus (Cruaud-2009).

Ces résultats sont discutés en relation avec théimatiques a savoir (i) la classification des
Trichogrammaen sections et groupes a partir de caractéreshologiques, (i) la révision
apparemment nécessaire de certains clusters)efiiiection par Wolbachiaau sein de ce

genre.
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4.2 Résultats
Les résultats présentés dans ce chapitre n’ontljpastant pas fait I'objet de communications

au niveau international. Un article est actuellensencours de rédaction.

4.2.1 Analyse séparée des marqueurs
Sur 321 individus analysés, 4 correspondent a deggroups (2Eupelmus urozonuysl

Anastatus temporalisl Anastatus sidereusgt 317 appartiennent au genfgchogramma
Les succes d’amplification sur chacun des 6 g&@k CytB, F2-EFlalpha, Rpl27a, RpS4,
Winglesssont respectivement de 91%, 82%, 87%, 69%, 73%/9&t. Les échecs sont
principalement dus, a de I'amplification non spiécié avec présence de bandes multiples
non séquencables, notamment pour le g&ui@7apour lequel il serait nécessaire de modifier

'amorce pour une meilleure efficacité.

De maniére générale, deux points principaux resspiorsque I'on compare les différents
marqueursD’une part, les phylogéniesobtenues a partir deF2-EF lalpha et Wingless
(Figures supplémentaires S4 et S¥verent peu informatives relativement aux autres
marqueurs. Les pourcentages de sites variables (respective@¥it et 35%) et de sites
informatifs (20% et 32%) de ces deux marqueurs $emitplus faibles (Tableau 4). Plus
précisémensur I'arbreF2-EFlaplha Figure S4), la majorité des individus des grougks
brassicae-euproctidis (polyphylétique) et des iy des groupes l-evanescens/daumalae,
lll-cordubensis, , IV-chilonis et d-not_affiliatedpnt regroupés dans un cluster (BP = 32)
comprenant lui —-méme un cluster monophylétique &&= du groupe XllI-
cacoeciae/embryophagurBur I'arbre Wingless(Figure S5) des individus des groupes I-
evanescens/daumalae, VI-brassicae-euproctidisaclhaciae-embryophagum, d-notaffiliated
se regroupent au niveau basal d'une méme brandhe2@. Egalement sWinglesqFigure
S5), les groupes VII-misA, V-misB, 3-swA et 4-neaudsont regroupés dans un cluster
(BP=60) sans structuration a I'intérieur de ce telud’autre part, les analyses gene par
géene n'ont pas montré de conflits majeurs (impliquat plusieurs individus) entre les
différentes topologies En particulier, aucun des 14 clusters (I-XIV) itidés en « barcoding
COl » (cf. 8 3) ne s’avére structuré en groupegpiotlétiques sur d’autres marqueurs. Les 8
haplotypes isolés (2 a 9) p&OI sont en général retrouvés isolés, selon la capalst

discrimination du marqueur.
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Il est & noter également que des groupes supplamreni{nommés a-swl, b-swK, c-swJ, d-
swB) bien supportés ont été obtenus a partir dig#tdlennages récents sur les phylogénies
COl, CytB RpS4(Figures supplémentaires S6, S7, S8).

4.2.2 Analyse multilocus
Comme présenté dans le chapitre 2 — Matériels ehddés, différentes approches ont été

déployées pour inférer les relations phylogénétmmre nos espéeces.

4.2.2.1 Comparaison des schémas de partitions :

Concernant les deux génes mitochondriaG©Ol( et Cyth), 2 schémas de partition ont été
compareés, I'un avec deux partitions (Figure S9)'aitre avec 6 partitions définies par
PartitionFinder2 (Figure S10). Globalement, la dute des branches terminales est
conservée mais des différences jugées mineureétéribservées. Ainsi, on peut noter que
I'arbre obtenu a partir 6 partitions (Figure S10) :

- diminue le « bruit » au moins dans quatre phylages : (i) le groupement des haplotypes
196, 197 et 198 du cluster « XII cacoeciae-embrggpim » ; (ii) les haplotypes 159 et 108
du cluster « XII cacoeciae-embryophagum » ; (@icluster « V misB » ; (iv) le cluster « IX
SWE » ;

- supporte moins bien certains groupes : Il coethdis, || daumalae-evanescens, c-swJ ;

- positionne moins bien le groupe VI brassicae-eciitis a la racine dekrichogrammg

- éloigne l'individu 33142 de I'espéce c-swJ audeslautres individus du méme échantillon
sont affiliés.

Sur cette base, I'arbre obtenu a partir du schémeg deux partitions (Figure S9) a été

privilégié par la suite.

Concernant les quatre genes nucléaires, 2 schémpartition ont également été comparés,
'un avec quatre partitions (Figure S11), l'autie@ 7 partitions définies par PartitionFinder2
(Figure S12) ont été comparé&lobalement, la structure des branches terminagts e
conservée et la majorité des groupes présente trnetuse similaire entre les deux

représentations. On peut toutefois noter que, Barse édité avec 7 partitions (Figure S12) :

- le groupe IX swE est relativement moins bien sufgp

- a linverse, 3 autres groupes semblent mieux sugp : Xll-cacoeciae-embryophagum,

XIlI-swC et c-swJ.
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Sur cette base, I'arbre obtenu a partir du schémes deux partitions (Figure S8) a été

privilégié par la suite.

Nous avons donc ensuite comparé la topologie obtewec les marqueurs mitochondriaux
(Figure S9) et celle obtenue avec les marqueurkaives (Figure S11). Globalement, les
topologies sont concordantes et seul un conflié jugnineur » a été observé concernant les
haplotypes Hap159 et Hap108. Plus précisémentjaes haplotypes sont proches du cluster
« XII cacoeciae/embryophagusmmais sont positionnés dans un groupe non motétnye

sur les marqueurs nucléaires (voir * sur FigureS8ur Figure S11)

Compte tenu de ces résultats, nous avons ensoitég# a la concaténation de I'ensemble des
genes(COl, CytB, EFlalpha-F2, Rpl27a, RpS4, WingleBgux schémas de partition ont été
compares :

- Celui a dire d’expert proposé par A. Cruaud pnereen compte cing partitions, une pour les
deux genes mitochondriaux et une pour chacun dessgaucléaires (cf. Figure 7) ;

- Celui retenu par PartitionFinder2 prenant en demij2 partitions (cf. partitions Tableau 5)
(cf. Figure S14).

Les deux topologies se sont révélées concordahtadle a cing partitions a été retenue pour
la suite des analyses.
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Figure 7 (début) : Arbre ML sur la concaténation6dgene<COIl, CytB, EFlalpha-F2, RpL27a, RpS4, Wingless

ssici

XI_Bourarachae

avec 5 partitions

Arbre ML basé sur les données T@iechogrammaobtenu a partir de l'alignement ClustalW de l'entde de
donnéesCOlI, CytB, EFlalpha-F2, RpL27a, RpS4, Winglesmbinées sous le schéma de 5 partitions. Les
arbres ML correspondant par genes sont donnésuigures S4, S5, S6, S7, S8, S13. Les suppor{d P

réplicats) des clades sont indiqués aux nceuds @ecqriage. Les groupes renvoient aux clades dsdatés le
84-Multilocus voir aussi §3-Barcoding Figure 4.
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Figure 7 (suite) : Arbre ML sur la concaténationédgéne<COIl, CytB, EFlalpha-F2, RpL27a, RpS4, Wingless
avec 5 partitions

Arbre ML basé sur les données T@iechogrammaobtenu a partir de l'alignement ClustalW de l'entde de
donnéesCOl, CytB, EFlalpha-F2, RpL27a, RpS4, Winglesmbinées sous le schéma de 5 partitions. Les
arbres ML correspondant par genes sont donnésswidgures S4, S5, S6, S7, S8, S13. Les suppor(d ®P
réplicats) des clades sont indiqués aux nceuds @ncgritage. Les groupes renvoient aux clades disciatés le
84-Multilocus voir aussi §3-Barcoding Figure 4.
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Figure 7 (fin) : Arbre ML sur la concaténation dgg@nesCOI, CytB, EFlalpha-F2, RpL27a, RpS4, Wingless
avec 5 partitions

Arbre ML basé sur les données @iechogrammaobtenu a partir de l'alignement ClustalW de Il'emse de
donnéesCOl, CytB, EFlalpha-F2, RpL27a, RpS4, Winglesmbinées sous le schéma de 5 partitions. Les
arbres ML correspondant par genes sont donnésswidgures S4, S5, S6, S7, S8, S13. Les suppor(d ®P
réplicats) des clades sont indiqués aux nceuds @ncgrtage. Les groupes renvoient aux clades dsciatés le
84-Multilocus voir aussi 83-Barcoding Figure 4.

48



4.2.2.2 Structuration :

La longueur de l'alignement des données concatéestede 3409pb avec des longueurs de
partition suivantes : 1065pb pour 'ADN mitochorarilCOl et CytB), 540pb pourF2-
Eflalphg 427pb pourRpl27a 943pb pourRpS4 et 434pb poutWingless Sur les 321
séquences concaténées analysées, 3% des indivictlueprésentés sur un seul géne, 3% sur
deux genes, 11% sur 3 genes, 20% sur 4 genes, @28genes et 41% sur I'ensemble des 6
genes.

La phylogénie présentée en Figure 7 présente unelgtturation similaire a celle obtenue
avec COI seulement avec généralement, comme on pouvait I'espérer, dmeilleurs
soutiens de bootstrap (BR)Les 14 clusters initialement notés de | a XI\g(ke 4) ainsi que
les 8 clusters ou séquences isolées notés 2 aglréF¥) sont ainsi retrouvés auxquels
s’ajoutent 4 nouveaux clusters ou séquences is¢héées a, b, c et d dans la Figure 7) qui
correspondent a des échantillons récents (cf. .2.21€ cette section). Les BP des branches
basales restent cependant peu soutenues (BP<Gb} gue les branches terminales sont
généralement trés bien supportées (BP>94%). Paemiiclusters identifiés, des sous-
structurations sont visibles a l'intérieur de phuss d’entre eux et présentées ci-dessous par
ordre décroissant, selon nous, en termes d’inséréntifique.

4.2.2.2.1 Cas d’étude « cacoeciae-embryophagum »
Comme indiqué sur l&igure 7 (5 partitions), le cluster monophylétique Xdhcoeciae-

embryophagunest sous-structuré avec un cluster Xlla en bratetminale (BP=40) —et un
ensemble basal appelé XlIb incluant quelques dlsigtepologie confirmée sur analyse avec
12 patrtitions - voir Figure S14 en Supplément).réseau d’haplotypes (Figure 8) obtenu a
partir de ces données confirme également la plaisdgr proximité des haplotypes du cluster
Xlla entre eux, a I'exception de deux haplotypassgbkolés, I'haplotype 065 et I'haplotype
066 correspondant respectivement aux souches UROR®3 récoltées tous deux en Iran.
Du point de vue du déterminisme du sexe, le clustir rassemble la totalité des individus
appartenant a des souches thélytoques. Cettedfaigt semble induite par le génotype de
l'individu puisque la recherche d&olbachia(fts? réalisée sur 146 individus ne montre pas
d’infections.
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Figure 8 : Réseau d’haplotypes du complexe « c@eemmbryophagum » a partir de POpARTSs
Le réseau a été déduit en utilisant la méthode aedibining avec epsilon = 0 (parameétre par défaut).

La taille du cercle correspond a la fréquence lagplotype. Les distances moléculaires sont représsipar des
ronds noirs sur les branches du réseau.

Les individus du groupe Xllb sont structurés enssdusters, trés €loignés les uns des autres

dans le réseau d’haplotypes et qui présententifiemra des modes de reproduction et des

statuts d’'infection &olbachiavoire des écologies contrastés (cf. Tableau 8)siAi

le sous-groupe (i) représenté par les Hap065, Hap0&1ap078 inclut deux souches
(URO2 : représentant les haplotypes Hap065 et URB3p066) anciennement identifiées
commeT.embryophagunpar B. Pintureau sur des caractéres morphologiduastes deux

sont infectées paWolbachiaavec toutefois des modes de reproduction différesgixués pour
'une (URO2), et asexués (URO3) pour l'autre ;
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- le sous-groupe (ii) représenté seulement par ldigpé Hapl08 correspond a une
souche (NS008) thélytoque, cette thélytoquie étaduite par Wolbachia puisque la
production de male est rétablie aprés antibiothérap

- le sous-groupe (iii) représenté uniquement par H8pdorrespond a des individus
(ISA12953) apparemment infectés peolbachiamais dont le mode de reproduction n’a pas
pu étre déterminé (pas de souches vivantes) ;

- le sous-groupe (iv) représenté par les haplotypaglbb, Hapl97 et Hapl98. Ce
cluster regroupe seulement des souches sexuéeatergs récoltées surhaumetopoea
pityocampala processionnaire du pin. Ces souches aqnmiori non infectées paiolbachia
(analyses complémentaires en cours au LBBE).

L’ensemble de ces résultats nous incitent a remettren cause les délimitations d’especes

dans ce complexe (cf. Discussion).

Tableau 8 : Infection ®Wolbachiadu sous cluster Xllb & I'intérieur du complexe @aciae-embryophaguum.
Infection aWolbachiaprenant en compte I'ensemble des individus appantea ce cluster sur la base de leur
détermination COlI.

Souches Haplotypes COI  Origine Recherche/olbachia Sexe Sexe aprés Plantes/insectes
traitement Hotes
antibiotique

(Pays ; Présence  Absence

Donateur)  Wolbachia  Wolbachia

NSO008 Hap_108 France ; 8 0 F F+M Poirier / (ceufs
ANR sentinelles
TRIPTIC E.khuenielld
URO2 Hap_065 Iran ; 1 0 F+M / Pommier /
Collection Laspeyresia
historique pomonella
URO3 Hap_066 Iran ; 1 0 F / Pommier /
Collection Laspeyresia
historique pomonella
ISA12953 Hap_159 France ; 27 0 ? / Erica arborea/
ANR / (ceufs
TRIPTIC sentinelles

E.khueniella)

P_naila Hap_196/197/198 Algérie ; 27? 90 F+M / Pin/
Autres Thaumetopoea
(31souches) sources pityocampa
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4.2.2.2.2 Cas d’étude « brassicae/euproctidis »
Les analyses sur les 6 génes concaténés (Figurévélent une structuration fortement

soutenue (BP : 98-99%) a l'intérieur de ce clustenophylétique regroupant initialement des
individus identifies comme .brassicaestT. euproctidis
On distingue notamment 2 groupes principaux :

- le groupe A incluant la souche de référence pbubrassicae(souche: Tbra —
Haplotype 005) qui apparait largement distribu&girope (de I'Ouest vers I'Est: France,
Croatie, Moldavie), Turquie. Dans cette analysgrtipe A inclut également un sous-groupe
F contenant uniquement des individus en provendiice.

- Le groupe B incluant la souche de référence gowuproctidis(souche : Egypteupro
— Haplotype 068) a une distribution globalementsphaéridionale : Sud de la France,
Portugal, Afrigue du Nord (de I'Ouest vers I'EsMaroc, Tunisie, Egypte), Péninsule
Arabique. Ce groupe inclut également un sous-gro@peorrespondant a des individus
observés en France. Il n’est pas exclu que ce gaugpe soit un artefact dans la mesure ou,
d'une part, I'haplotype 039 se retrouve dans (iitlis 17590, 16541 et 16542) et hors
(20053) du cluster C et, dautre part, une mémects®UuE1.3) présente également des
individus dans et hors de ce sous-groupe.

Trois groupes mineurs sont également mis en év@ensavoir les groupes D (retrouvé en
Europe et Iran), le groupe E (France) et le gradp@ne seule localité en France). A noter
gue ce dernier groupe H présente la particulat@&elinfecté pakVolbachia contrairement a

tous les autres.

Cette structuration se retrouve également globatemsur le réseau d’haplotypes

correspondant (Figure 9).
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Figure 9 : Réseau d’haplotypes du complexe « lmasstuproctidis » a partir de POpARTSs

Le réseau a été déduit en utilisant la méthode dedibining avec epsilon = 0 (parameétre par défaut).
Chaque ellipse correspond a un sous-cluster maliéeulel que défini dans les résultats. La taille cgrcle
correspond a sa fréquence de I'haplotype. Lesrdiseamoléculaires sont représentées par des ramsssar
les branches du réseau.

Faute de souches vivantes disponibles, les cromsnigja présentés dans le Chapitre 3
n'explorent que partiellement les compatibilités réproduction au sein de ce cluster VI-
brassicae-euproctidis puisguposteriori seuls des représentants des groupes A, B et puont
étre testés. Si I'ensemble apparait globalementnwnnterfécond, les incompatibilités

partielles ou totales sont quand méme observées lestgroupes A et B.
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En l'état, nos résultats ne permettent pas de trarer concernant la nature de la
structuration au sein de ce complexe, notamment engt variabilité intraspécifique avec

possible isolement par la distance et spéciationaénte.

4.2.2.2.3 Cas d’étude « cluster [-daumalae-evanescens »
L’analyse phylogénétique multilocus du phylogroljgaumalae-evanescens (Figure 7) a mis

en évidence la structuration interne suivante :

- le sous-groupe « | » incluant des individus id&®, sur des bases morphologiques
(genitalia et antennes des males, Figure 1), commeanescengar B. Pintureau ou J.
Seguret ;

- le sous-cluster « Idaum » incluant certains iitlis identifies commd. daumalaepar B.
Pintureau et d’autres comriie evanescensar J. Séguret ;

- une séquence isolée (* sur Figure 7) d'un individsu du terrain (pas de souches
conservees) et non identifié sur des bases morgigoies.

Comme précédemment indiqué (cf. Chapitre 3.2.4)steiches testées des deux sous-clusters
| et Idaum s’averent compatibles en donnant déssfilhais également des petites-filles a la
génération suivante.

Nos résultats penchent donc en faveur de I'hypothesque ce phylogroupe ne constitue
gu’une seule espéce avec toutefois une variabiliéoléculaire intraspécifique importante
(0.004<d<0.046, cf. Figure 5).

4.2.2.2.4 Cas d’étude cluster V-misB :
Le cluster V monophylétique (Figure 7) est struetamvec 2 sous-clusters (BP>99%), un

premier [Va-Vb] lui-méme restructuré en deux (Vave) et un deuxieme Vc. Les individus
issus du groupe Vc présentent systématiquemenvatesions de leurs séquences d'acides
aminées par rapport aux individus du groupe [Va-Sbi leurs séquences mitochondriales
COl et CytB (groupe Vc avec un BP100 sur Figure S9), les sémsed’acides aminées des
autres genesNinglesst F2-Eflalphg codants étant conservées.

Les croisements réalisés entre ISA14313 (haplotie— sous-cluster Va-Vb) et ISA15550
(haplotype 132 — sous-cluster Vc) se sont par eanerés particulierement compatibles avec
un RC1 moyen de 100% et un RC2 moyen de 84% (n, delfk sens de croisement inclus),

les femelles vierges témoin n’étant pas capablgzaguire de filles (n = 11, toutes souches
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confondues). Les filles issues de la génératiomtlete capables de produire a leur tour des
filles.

En conclusion, nous considérons que les soucheaplotypes de ce cluster ne constituent
gu'une seule espece et que les séquences mitochaalds divergentes (Vc) sont des
pseudogéenesDes situations similaires ont été observées datrs taboratoire pour d’autres
taxons (Ris, comm. pers.). Une perspective teclenigucourt terme serait de définir de

nouvelles amorces pour amplifier le gene correct.

4.2.2.3 Infections a Wolbachia

Comme indiqué dans le Tableau 9, le géMalbachiaa été retrouvé sans ambiguité dans 8
clusters : « Il — principium »; «Ill - cordubesst, «V - misB », «VI - brassicae-
euproctidis », « Xl — cacoeciae-embryophaguum B, X pretiosum », « 9 - oleae » et « b -
swK ». La présence d&olbachian’a pas été observée par PCR simple, voire palie@tre
eux par gPCR, dans les 9 clusters suivants : « Ithidonis », « VIl — misA », « VIl —
semblidis », « IX — swWE », « XIll — swC », « 2 -haeae », «5 —swD », «a —swl » et « ¢ —
swJ ». L'infection aNVolbachiaest encore incertaine pour les 3 clusters, « Xdurérachae »,

« 3 — sWA » et « b- swK » pour lesquels le signaRHFtsZ est difficile a interpréter (analyses
complémentaires en cours par gPCR voire du MLST).

Plus précisément (Tableau 9), si linfection sembéméralisée a lintérieur de certains
clusters (Il — principium » ; « Il - cordubensis « XIV - pretiosum », « 9 - oleae »), elle
semble rare dans d’autres. En particulier, seuke souche trés particuliere est infectée a
l'intérieur du cluster « XII cacoeciae-embryophagurde méme qu’a l'intérieur du cluster
« brassicae-euproctidis » (cf. 8§ précédent). Atdiieur du complexe « Il daumalae-
evanescens », la rechercheVdelbachiapar g°PCR a permis de révéler une infection trés ra
(1 individu sur 81).

Certains individus infectés patolbachiaont fait I'objet d’'une caractérisation par MLST
directement sur produits PCR (Supplément S15). féssiltats mettent en évidence une
variabilité notable au sein du clade B, un des dsuper-groupes d&/olbachiales plus

représentés dans les affections des arthropodes.
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Tableau 9 : Répartition des infectiondlbachiaen fonction des espéces a partir des résultatmobten PCR FtsZ, en gPCR et en MLST.

Total Total Total

Individus Individus Individus
Espéces /cluster PCR FtsZ gqPCR MLST Pourcentage W Pourcentage W+ Pourcentage W(?) Infection Wolbada
achaeae 14 4 100 0 0 Aucune
bourarachae 6 4 0 90 0 10 (Ftsz) Aucune ou patiell
brassicae_euproctidis 100 32 0 99 1 (gPCR) 0 Ribsef
brassicae_euproctidis_Hap_124 53 3 2 (Ftsz2) 98 0 Elevée
cacoeciae_embryophagum 238 24 1 92 4 4 (Ftsz) efartvoir Tableau 8)
chilonis 13 8 100 0 0 Aucune
cordubensis 50 4 1 4 (Ftsz) 96 0 Elevée
daumalae_evanescens 53 28 99 1 (gPCR) 0 Tres faibl
misA 11 4 100 0 0 Aucune
misB 23 52 45 3 Partielle
oleae 28 3 13 87 0 Partielle
pretiosum 55 5 2 24 76 0 Partielle
principium 24 4 89 11(gPCR) 0 Partielle
semblidis 12 12 100 0 0 Aucune
SWA 5 4 56 0 44 (Fts2) Indéterminée
swC 7 100 0 0 Aucune
swD 5 4 100 0 0 Aucune
SWE 3 100 0 0 Aucune
swi 17 100 0 0 Aucune
swd 16 100 0 0 Aucune
swK 2 0 0 100 Indéterminée
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4.3 Discussion

4.3.1 Confrontation entre structuration moléculaire et classification moléculaire

La phylogénie multilocus réalisée a partir de 2egemitochondriaux et 4 genes nucléaires a
permis d’obtenir un arbre avec de fortes valeurbastrap au niveau des taxons terminaux.
Les clusters et haplotypes initialement définis @@l ont ainsi été confirmés auxquels
s’ajoutent des nouveaux groupes non identifiegsiearbases morphologiques. Au niveau plus
basal, certaines relations phylogénétigues demeumnefois encore imprécises. Cette
premiere topologie peut toutefois étre déja corifera la classification en « sections » et
« groupes » proposee par B. Pintureau sur la basmamhcteres morphologiques (Pintureau,
2008). Notre échantillonnage comprend essentiel¢mes espéces des sections « exiguum »
(T. brassicagT. cacoeciagT. cordubensisT. daumalagT. dendrolimj T. embryophaguni.
euproctidis T. evanescend. oleaeT. pretiosunmet T. semblidi} et « parkeri et thalense 5.(
bourarachaeet T. principiumvoire le groupe ¢ que I'on suppose éltegicai (Groussier G.,
comm. pers.)). Si les especes de la section «pagkehalense » semblent former avec
d’autres clusters non identifiés, un ensemble mbyl@tique, cela ne semble pas étre le cas
pour les représentants de la section « exiguum $o15 se place a I'échelle des groupes
définis a l'intérieur de la section « exiguum » gl®upe « evanescens » (représenté par nos
complexes «daumalae-evanescens » et « brassipeeckdis ») ne semble pas
monophylétique du fait de la présence intercalé&.dmrdubensiggroupe « minutum »). Le
groupe « pretiosum » (représenté parcacoeciagT. daumalageT. embryophagunil. oleae

et T. semblidiy semble par contre étre regroupé en position bagal'exception deT.
daumalaedont le statut a déja été discuté (cf. DiscussionChapitre 3 et § 4.2.2.2.3 ce
Chapitre).

4.3.2 Précisions concernant les complexes d’especes majeurs

Grace a cette approche multilocus, des précisiohgpw étre obtenues concernant plusieurs
groupes identifiés initialement av&Ol. A posteriorj les cas les plus intéressants sont les
complexes « cacoeciae-embryophagum » et « brassigaectidis ».

Concernant le complexe « cacoeciae-embryophagula sstructuration observée sur la

phylogénie multilocus, la variabilité des modesregroduction et I'hétérogéneéité des statuts
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d’infections aWolbachialaissent supposer I'existence de plusieurs espagesein de ce
complexe. Le groupe Xlla (Figure 7) qui inclut, d&i part, des souches identifiées par
différentes sources comnie cacoeciadcf. Tableau 1 en 8§87) et d’autre part, I'ensentse
souches thélytoques non infectées \Wamibachia.ll correspond bien a I'espéde cacoeciae
telle que décrit dans la littérature (Pintureal)@0Cette espece est largement distribuée avec
une certaine variabilité moléculaire dont I'origifisolement par la distance, spécialisation
écologique) reste a étudier plus précisément. Goane les autres groupes du cluster, les
compatibilités de reproduction n’'ont malheureusenpas pu étre testées faute de souches
vivantes disponibles. Le nombre d’especes reste diifficile a définir. Nous supposons
toutefois que I'espec&. embryophaguncorrespond au sous-groupe (iv) représenté par les
haplotypes Hap196, Hapl97 et Hapl98, sur la basel'hdde de développement,
Thaumetopoea pytyocampd#Pintureau, 2008; Tsankowt al, 1998). Des études
morphologiques a partir des males obtenus soneketent en cours (Groussier G., comm.
pers.).
Concernant le complexe « brassicae-euproctidige structuration moléculaire a été mise en
evidence avec, en particulier, la présence de d®us-clusters partiellement compatibles
occupant deux aires géographiques partiellemeniaciohants :

- D’une part, un sous-cluster présent en Europe \Wogen-Orient incluant la souche
de référencd. brassicae ;

- Drautre part, un sous-cluster présent en AfriqueNdud, Au Moyen-Orient et en
Europe du Sud incluant notre souche de de réféfeneegproctidis.
Actuellement, il est difficile de faire la part deboses entre un initial isolement par la
distance et ou un processus de divergence voimasipd récent. Une étude morphologique

est actuellement en cours au laboratoire (Grou§sieomm. pers.).

4.3.3 Infections a Wolbachia

Suite aux différentes approches utilisées (PCR,RIBCMLST), moins de la moitié des 20
especes identifiées semblent infectées\Watbachia soit de facon généralisée (quasiment
toutes les populations/individus), soit de fagoaspbonctuelle (quelques souches/individus)
ce qui pourraient correspondre a deux scénariddrelifts d’acquisition, respectivement une
infection ancienne a I'échelle évolutive qui seaiemaintenue/généralisée et des acquisitions

beaucoup plus récentes et localBans tous ces cas, nous pensons qu'’il s'agit deomo
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infection ou en tout cas qu'un seul variant est amigire. A I'échelle du genre
Trichogramma nous mettons en évidence une certaine diverstiaulaire des variants
Wolbachiaqui semblent toutefois tous appartenir au grougt iBduire de la thélytoquie. Ces
patrons d’infections peuvent étre comparés aveg observes chez les hotes potentiels, les
Lépidopteres, ou chez d’autres hyménoptéres paidsg. D’'apres (Paniagua Voiret al,
2018), deux symbiotes bactérieNgplbachiaet desSpiroplasmaont été retrouvés chez les
Iépidoptéres et (Ahmedt al, 2015) admettent que 80% des lépidoptéres soattéd par
Wolbachia En Europe, ces auteurs estiment cependant led@fection parWolbachiaa
seulement 45% sur 46 especes étudiées, avec wagnmee d’infection a l'intérieur d’'une
population qui est d’environ 1/3. Sachant quegahelle évolutive, les transferts horizontaux
peuvent expliquer I'acquisition d’endosymbiotes pae espéce (Vavet al, 1999), ces taux
d’infection ne semblent pas incohérents avec cdugnus avec notre échantillonnage dans
lequel au minimum 45% d’espéces de trichogrammesistectées par ce symbiote bactérien
de maniére totale ou partielle suivant les espé&gieon considére toutefois que le mode de
vie « parasitoide » est plus susceptible de fagoriscquisition d’endosymbiotes variés
(Vavre et al, 1999), les taux d’infection, la diversité molétwue bactérienne ainsi que la
diversité des effets induits p&Vvolbachiaapparaissent plutot faibles aux regards d’autres
taxons (Stouthameet al, 1999). En conclusion, les dynamiques d’acquisiperte de
Wolbachia restent encore mal comprises, un manque notabhteeomant l'infection a

Wolbachiachez les hotes réels des souches étudiées.
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5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

5.1 Bilan synthétique des résultats et apports par rapportal’état de I'art

Sur la base d’'analyses moléculaires et d’expérgert® croisement, ce travail a permis
d’identifier vingt-quatre « entités », differencéédes unes des autres d’'un point de vue
moléculaire et isolées reproductivement les unes aldres. Parmi elles, douze ont été
associées a une seule espéce déja dédriteadhaeae T. bourarachae T. chilonis T.
cordubensisT. danausicidaT. dendrolimj T. nerudaj T.oleae T. ostriniag T. pretiosumT.
principium, T. semblidiz Deux de ces « entités » semblent correspondiesacomplexes
d’especes regroupant au moins deux espéces diffieit séparables sur des criteres
moléculaires. Le premier regroupe des souchesifid@stinitialement comme. cacoeciaet

T. embryophagurainsi que des souches nouvellement acquises ntaié&raent proches. En
I'état, I'interprétation que nous proposons conaatnce complexe d’espéces est que les
souches asexuées correspondent bidn éacoeciaemais que les souches sexuées (toutes
initialement attribuées &. embryophagujrpourraient se répartir en deux voire trois espéce
Le deuxiéme complexe d’espéces est composé notandeesouches initialement identifiées
comme T.brassicaeet de T.euproctidis A posteriorj les données sur les distances
moléculaires faibles et les isolements reprodustancomplets dans ce complexe, nous
laissent envisager que ce complexe puisse étreseme espece avec cependant une forte
variabilité intraspécifique possiblement expliquese (i) des isolements par la distance, (ii)
des spécialisations écologiques voire (iii) descpssus de spéciation en cours. Deux autres
situations particulieres ont été mises en évideooeernant, d’'une part, exiguunassocié a
deux entités paraphylétiques et, d’autre partdaumalaeet T. evanescendécrites comme
bien différentes sur des bases morphologiques fimaeant pourtant ici un ensemble
monophylétique et interfécond. Enfin, sept de c#iés n'ont, en 'état, pas pu étre associées
a un nom d'espéce sans que l'on sache s'il s’agispgces déja décrites ou d’especes

nouvelles pour la science
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5.2 Complémentarité des approches moléculaires

Concernant le travail de caractérisation molécejales deux approches (Barcoding et
phylogénie multilocus) se sont montrées compléniesta

Dans un premier temps, l'utilisation du marqu@®I s’est avérée d’une utilité suffisante et
d'un colt (temps, argent) suffisamment limité pewxplorer la diversité moléculaire au sein
d’'un grand nombre de souche. Hormis quelques cagaw’amplifications de pseudogénes
(cas de l'entité « Vc » du complexe « V-misB » [igure 7), la principale difficulté est la
production de séquences approximatives (erreurédeencage ou d’analyse), celle-ci ne
concernant toutefois au final que peu d‘individAsposteriorj le diagnostic suCOI s’est
révélé, la plupart du temps, concordant avec catiénu en phylogénie multilocus. Cette
concordance suggere, a l'échelle de notre couwertaxonomique actuelle, I'absence
d’introgression ou d’hybridation (Machado and H203).

En comparaison avec le barcodi@®l, la phylogénie multilocus présente évidemment un
colt financier nettement supérieur (x 6-7 / indiyicet nécessite a la fois un temps de
traitement plus long ainsi qu’'une analyse plus dem® A ce titre et contrairement au
barcodingCOl, I'appropriation de ce type d’approche sera prédrabnt plus difficile pour
des acteurs intéressés par le diagnostic mais péniadisés (ex : sociétés productrices
d’auxiliaires). Parallelement a des objectifs dagdiostic, la phylogénie multilocus présente
aussi I'avantage de clarifier I'histoire évolutigtes trichogrammes et de caractériser ainsi plus
finement ce modele d’étude pour des études en gieodwolutive (ex : Verckeat al, 2015),

ou plus généralement pour classifier propremeniéxen dans le cadre de la lutte biologique.
Dans notre cas, la phylogénie multilocus a aingiengent amélioré la résolution des
complexes, ainsi que les supports des branchemtdes des différents clusters. Malgré tout,
'analyse multilocus obtenue présente encore dé=ursaade boostrap décevantes au niveau
des noeuds profonds. Dans I'étude de (Al khettiédl, 2016), quasiment les mémes marqueurs
(géne BUBS3 utilisé en plus) et les mémes méthoddsét utilisées pour résoudre les
relations phylogénétiques au sein du complexe despEupelmus urozonus composea
posteriori de 18 especed’analyse realisée avait alors présenté des sautiienbranches
nettement supérieurs a ceux observés dans notme éwec pourtant des qualités
d’'information (taux de sites variables et infornfgticomparables. Comparativement au cas

d’étude Eupelmusurozonus ce manque de résolution ch&zichogrammapourrait étre
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interprété par des processus de spéciation plusnt®cet/ou rapides au sein du genre
Trichogramma

Une perspective a court terme de notre travail dertdliser des techniques de NGS telle que
le Rad-sequenciny(Davey and Blaxter, 2010) en collaboration notaminavec le CBGP.
De telles techniqgues permettront en effet d’utilise trés grand nombre de marqueurs répartis
dans tout le génome avec la possibilité d’explaienultanément la variabilité inter et
intraspécifiqgue avec une puissance de résolutip@rgure a celle que I'on peut espérer avec
des marqueurs classiques (par exemple : séqueBeager pour la phylogénie et génotypage
par microsatellites pour la génétique des populajioCette avancée technologique nous
permettrait (i) d’obtenir une meilleure résolutiphylogénétique des trichogrammes et (ii)

d’acquérir un outil de contréle qualité rapideiabfe des souches de notre CRB.

5.3 Limite de la couverture taxonomique

Malgré le nombre important d’échantillons (> 60@)zone couverte (Sud de la France, pays
frontaliers et plus distants) et la diversité deditats (milieux cultivés et naturels), la
couverture du genr&richogrammareste encore faible avec moins de 25% des espces
trichogrammes décrites en région Ouest-Paléarctigpeesentées et moins de 10 % des
espéces mondiales. Cette couverture partielle dimitidemment notre capacité a tester
précisément l'efficacité de nos méthodes de catiaatéon moléculaire (Barcoding COI et
phylogénie multilocus) méme si nous avons prouuésleapacités de discrimination sur des
especes considérées comme prochiesleaeet T. pretiosun voire « sceurs »I( cacoeciae

et T. embryophagum A I'exception peut-étre des complexes d’especeste couverture
partielle existe d’ailleurs probablement aussiézhelle intraspécifique. En fait, la principale
limite concerne vraisemblablement du choix de kegEphestia kuehniell@omme hbtes
sentinelles. Si cet héte est facilement disporgblprésent I'avantage de ne pas éclore apres
exposition sur le terrain, il a été constaté destdis a son usage, certaines especes de
trichogrammes délaissant cet héte ou s’y dévelapgaat difficulté (Groussier, comm. pers).
Ainsi, certaines especes comingyicaiet T. embryophagurant récemment été capturées sur
des pontes naturelles dans des aires géographmgéatblement échantillonnées avec des

ceufs-sentinelles B. kuehniella Par ailleurs, I'élevage de ces deux especes mrdtire

9 RADSeq Restriction site-Associated DNA Sequencinguvelle génération de séquencage dont le pergiigbal repose sur le séquencage
massif de courtes régions encadrant le site deatest d’'une endonucléase.

62



s’est avere difficile voire impossible sur cet hétdeur maintien ne s’est avéré possible qu’en
utilisant une autre espécgpilosoma luteaCe genre d’observations montre d'ailleurs gu'il
existe probablement des phénomeénes de spéciatigatogique chez les trichogrammes qui
ne sont pas encore compris. Que ce soit pour augmi@ncouverture taxonomique du genre
Trichogramma pour échantillonner davantage la variabilité dapécifique ou pour mieux

comprendre la spécialisation écologique, la potesdiéchantillonnage s’avere donc encore

une priorité.

5.4 La caractérisation morphologique, le « chainon manquant »

Historiquement, la caractérisation morphologiquel&agpremiére source d’information pour
essayer de classer les especes et donc le paiiépdet pour mener des travaux de taxonomie
intégrative. Concernant les trichogrammes, l'ac@sce type de données s’avere
particulierement compligué compte tenu (i) du faibbmbre et/ou de la faible disponibilité
de spécialistes, (ii) du petit nombre de caractemssidérés comme « diagnostic » et leur
éventuelle subjectivité ; (iii) des difficultés deds aux «typed » du fait de leurs
localisations dispersées (Nagarkatti and Nagat&@y) ou (iv) des éventuels freins/risques
liés a des tentatives d’extraction d’ADN sur cdgpes ». Comme évoqué a plusieurs reprises
dans ce document, cette activit¢ de caractérisatmmphologique demeure toutefois
indispensable pour lever certaines ambiguités mege(par exemple : nombre d’espéces
différentes actuellement regroupées sous Il'appafiaflrichogramma embryophagum
monophylie des souchds daumalaeet T. evanescenpourtant réparties dans des sections
morphologiques sur des bases morphologiques) aunpiieures (paraphylie de deux souches
identifiées initialement commeE. exiguury Dans le cadre du projet ANR TRIPTIC et au sein
d’Ep-Coll, des études morphologiques sont donc eerdans le but de réviser les clés
d’identification deTrichogramma.

Type : en systématique, le type est I'élément fizenéce attaché a un nom scientifique & partir dligoe espéce vivante ou ayant vécu, a
été décrite.
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5.5 Vers un couplage « Marqueurs - Traits »

Comme évoqué précédemment, on peut étre, a moyere t8-6 ans) raisonnablement
optimiste concernant les possibilités (i) d’amadiota couverture taxonomique du genre
Trichogramma (i) d’améliorer la cohérence entre caractéiiget moléculaires et
morphologiques ; (iii) de développer des méthodgsSNavec une grande densité de
marqueurs. Une ambition serait donc maintenantgdprocher les informations obtenues au
niveau moléculaire a celles obtenues au niveauqipgigque. En effet, que ce soit a I'échelle
interspécifique ou intraspécifique, de nombreusedes ont mis en évidence des différences
sur des caracteres comportementaux (Wajneeed, 2000) ou phénotypiques (Benveneto
al., 2012). Actuellement des travaux sont en courg¢€hde Michela ION SCOTTA, UMR
ISA) sur la diversité intraspécifique ch€zxacoeciadcluster lla) sur des aspects de « thermal
biology », c'est-a-dire I'étude de variabilités radpécifiques de trait d’histoire de vie
(capacités de locomotiongt d’éventuelles adaptations localesfacités de diapauSe
capacités d'overwinteritg en réponse & la résistance au froid. Parallélendest,travaux
sont menés pour étudier la variabilité de traitpdesonnalité cheZ. evanescenflhese de
Silene LARTIGUE, Collab. Univ Bourgogne & UMR ISAENfin, des collegues de I'Institut
Sophia Agrobiotech s’intéressent a la réponse commpentale des trichogrammes en
réponse a des composés chimiques ou a d’autresufagfphotopériode). Les traits les plus
« phénotypables » seraient évidemment les plusrdal@s pour une tentative de couplage
« marqueurs — traits ». D’un point de vue appligiettelles études pourraient étre pertinentes
a I'amélioration génétique des trichogrammes. Hte lbiologique, les traits phénotypiques
recherchés chez un agent de lutte biologique coenéra la fois les performances en
conditions de production industrielle, comme pagregle, le taux de parasitisme, la durée de
développement, la fécondité réalisée, trois fastgur déterminent le colt de production et de
spécificité, mais également les performances amphgui font appel a d’autres caracteres,
par exemple, les capacités de locomotion (vitess&t, endurance), I'adéquation aux facteurs
abiotiques (température par exemple). Sur certdimsces caractéeres, des méthodes de
« sélection assistée par marquédss pourraient étre envisagées ce qui représentenait

« rupture » par rapport aux tentatives actuellasndlioration génétique des trichogrammes et

plus généralement des arthropodes utilisés comiikaines de lutte biologique.

" Diapause : phase génétiquement déterminée datéédoppement d'un organisme o il diminue l'iriténgde ses activités métaboliques
en attendant des conditions plus clémentes.

12 Overwintering : processus qui permet & un orgamigepasser la saison hivernale.

3 SAM : méthode de sélection d'individus & partir trgits phénotypiques jugés performants dont lactién est réalisée a laide de
marqueurs moléculaires pertinents associés. Ceiteotle a pour but de sélectionner rapidement ebiadme colt des individus ou des
souches plus performants.
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7 TABLEAUX VOLUMINEUX

Compte tenu de leurs tailles, ces deux tableaugt@nplacés en fin du mémoire avant les suppléments

Tableau 1 : Détails des haplotypes COlI utilisésdaaite étude

Les catégories (A-E) sont détaillées dans le § #hkls et Méthodes.
L'étiquette "varprot” indique le nombre d'haplotym®ur lesquels au moins une variation de la sé@guéacides aminés a été observée.

Les références individuelles et les souches deerd¢é indiquent respectivement l'individu (numéiotainterne) et la souche a partir de laquell®Ma été obtenu.

id Souches de référence  Origine des souches Source Expertise Identification Identification moléculaire GENBANK  Catégories Séquences
morphologique morphologique Accession acides aminés
Hap_001 8la France, 1975 Historic collections BP T.near I - principium MG932137 C
principium
Hap_002 Tdaum France, ? Historic collections BP T. daumalae | - daumalae-evanescens MG932138 C varprot
Hap_003 S2 Yougoslavia, 1972 Historic collections P B T. oleae 9 - oleae MG932139 D
Hap_004 AI22 France, 1990 Historic collections _ _ VII - misA MG932140 C
Hap_005 BRA3 Moldavia, 1973 Historic collections BP T. brassicae VI - brassicae-euproctidis MG932141 D
Hap_006 TCAL France, 1987-1989 Historic collections BP T. cacoeciae XIl - cacoeciae-embryophagum  MG932142 D
Hap_007 TCMz France, 1987-1989 Historic collections BP T. cacoeciae XIl - cacoeciae-embryophagum  MG932143 B
Hap_008 Tdaum France, ? Historic collections BP T. daumalae | - daumalae-evanescens MG932144 D
Hap_009 Exi3 USA, 1995 Historic collections BP T. exiguum 7 - exiguum 1 MG932145 B
Hap_010 Syr96D Uruguay, 1993 Historic collections P B T. principium II - principium MG932146 B
Hap_011 Al France, 1989 Historic collections BP T. evanescens |- daumalae-evanescens MG932147 D
Hap_012 TP63 Egypt, 2004 Historic collections BP T. cordubensis  Ill - cordubensis MG932148 D
Hap_013 PRET_FREDON_PTA France (Martinique), Other source _ _ XIV - pretiosum MG932149 D
Hap_014 DB Zg(ﬁftugal, 1991 Historic collections BP T. euproctidis VI - brassicae-euproctidis MG932150 C
Hap_015 TP41EG Egypt, 2002 Historic collections BP T. bourarachae XI - bourarachae MG932151 B
Hap_016 SEMV France, 1998 Historic collections BP T. semblidis XII - swC MG932152 C
Hap_017 SEMA2 France, 2002 Historic collections BP T. semblidis VIII - semblidis MG932153 C
Hap_018 ACJYRO014-29 France, 2015 TRIPTIC project _ _ Il - cordubensis MG932154 A varprot
Hap_019 PMBiol France, 2014 Historic collections BP T. cacoeciae XIl - cacoeciae-embryophagum  MG932155 D
Hap_020 ISA15034 France, 2016 TRIPTIC project _ _ Il - Xacoeciae-embryophagum  MG932156 Cc varprot
Hap_021 M1 France, 1993 Historic collections BP T. evanescens | - daumalae-evanescens MG932157 D
Hap_022 B9.1 Moldavia, 2013 BIOLINE Agrosciences JS T. brassicae VI - brassicae-euproctidis MG932158 A varprot
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Hap_023
Hap_024
Hap_025
Hap_026
Hap_027
Hap_028
Hap_029
Hap_030
Hap_031
Hap_032
Hap_033
Hap_034
Hap_035
Hap_036
Hap_037
Hap_038
Hap_039
Hap_040
Hap_041
Hap_042
Hap_043
Hap_044
Hap_045
Hap_046
Hap_047
Hap_048
Hap_049
Hap_050
Hap_051
Hap_052
Hap_053
Hap_054
Hap_055
Hap_056

B9.6
B9.40
B9.41
B9.41
B9.10
B9.30
B9.53
B9.55
B9.57
B9.3
ACJYRO014-31
B9.60
B6.1
B5.3
B5.6
E1.3
E1.7
E8.6
V2.11
V2.13
D2
V2.12
V2.16
V11.16
V3.8
V6.3
V3.6
V3.19
V3.19
V3.5
V2.6
V2.8
TR
V9.2

Croatia, 2013
Croatia, 2013
Croatia, 2013
Croatia, 2013
France, 2013?
Moldavia, 2013
Croatia, 2013
Croatia, 2013
Croatia, 2013
Croatia, 2013
France, 2015
Croatia, 2013
Croatia, 2013
France, 2013?
France, 2013?
France, 2013
France, 2013
France, 2013?
Moldavia, 2013
Moldavia, 2013
China, 1992
Moldavia, 2013
Moldavia, 2013
France, 2013
France, ?
France, ?
France, ?
France, ?
France, ?
France, ?

Spain (Canarias), ?

Egypt, ?
Chili, 1994
France, 2013

BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE AgrosciencesS J
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
TRIPTIC project
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE AgrosciencesS J
BIOLINE AgrosciencesS J
Historic collections BP
BIOLINE AgrosciencesS J
BIOLINE AgrosciencesS J
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agrosciences JS
BIOLINE Agroscemnc JS
BIOLINE Agrosciences JS
Historic collections BP
BIOLINE Agrosciences JS

4 A4 4 4 4444444

4 A4 4 A4 A4 A4 A4 A4 A4A4A4A4A4A4A4A-AA4A-A-A -1

. brassicae
. brassicae
. brassicae
. brassicae
. brassicae
. brassicae
. brassicae
. brassicae
. brassicae
. brassicae

. brassicae

. brassicae

. brassicae

. brassicae

. euproctidis
. euproctidis
. euproctidis
. evanescens
. evanescens
. dendrolimi

. evanescens
. evanescens
. evanescens
. evanescens
. evanescens
. evanescens
. evanescens
. evanescens
. evanescens
. evanescens
. evanescens
. nerudai

. evanescens

VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
Il - cordubensis

VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
X - dendrolimi

| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
4 - nerudai

| - daumalae-evanescens

MG932159
MG932160
MG932161
MG932162
MG932163
MG932164
MG932165
MG932166
MG932167
MG932168
MG932169
MG932170
MG932171
MG932172
MG932173
MG932174
MG932175
MG932176
MG932177
MG932178
MG932179
MG932180
MG932181
MG932182
MG932183
MG932184
MG932185
MG932186
MG932187
MG932188
MG932189
MG932190
MG932191
MG932192

w>>0wmoom>mmomoo>>m>
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varprot

varprot

varprot

varprot

varprot
varprot

varprot
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Hap_057
Hap_058
Hap_059
Hap_061

Hap_063
Hap_064
Hap_065

Hap_066

Hap_067
Hap_068
Hap_069
Hap_070
Hap_071
Hap_072
Hap_073
Hap_074
Hap_075
Hap_076
Hap_077
Hap_078
Hap_081
Hap_083
Hap_084
Hap_085
Hap_086
Hap_087
Hap_088
Hap_089

Hap_090
Hap_091
Hap_092
Hap_093

IRANO2
IRANO4
MK
CHI1_Mart

itl8
101
URO2

URO3

M172
EgyptEupro
T234

K1
Grab_haplol
Grab_haplo2
TSMO0016
Grab_haplo4
Grab_haplo7
GOT0098
ISA11030
Grab_haplo10
PeruD_haplo
commercial product
BOU2

COR10 spl

reunion

ChiP
ChiCa
Chiv
ChiJ

Iran, 2014
Iran, 2014
Morocco, 1991

France (Martinique),
2014
Italy, ?

France, 1976
Iran, 1996

Iran, 1996

Uruguay, 1993
Egypt, ?
Uruguay, 1994
Turkey, 2013
France, 2011
France, 2011
France, 2015
France, 2011
France, 2011
France, 2016
France, 2016
France, 2011
Peru, 2011

Morocco, 1992

France (Corsica), 2016

France (La Réunion),

1998
Pakistan, 2003

China, before 1996
Viet-Nam, 2000
Japan, 1999

Other source

Other source

Historic collections
Other source

Historic collections
Historic collections
Historic collections

Historic collections

Historic collections
Historic collections
Historic collections
Other source
Other source
Other source
TRIPTIC project
Other source
Other source
TRIPTIC project
TRIPTIC project
Other source
Other source

BP

BP
BP
BP

BP

BP
BP
BP

BIOLINE AgrosciencesS J

Genbank
Historic collections
Othecsour
Genbank
Genbank
Historic collections

Historic collections
Historic collewio
Historic collections
Historic collections

BP

BP

BP
BP
BP
BP

T. euproctidis

T. dendrolimi
T. cacoeciae

T.
embryophagum
embryophagum
T. exiguum

T. euproctidis
T. pretiosum

T. achaeae

T. bourarachae

. chilonis

—

. chilonis
. chilonis
. chilonis

o A = -

. chilonis

3-swA MG932193 A
| - dalaerevanescens MG932194 A
VI - brassicae-euproctidis MG932195 C
IV - chilonis MG932196 C
X - dendrolimi MG932197 B
XIl - cacoeciae-embryophagum  MG932198 B
XIl - cacoeciae-embryophagum  MG932199 B
XIl - cacoeciae-embryophagum  MG932200 B
6 - exiguum 2 MG932201 B
VI - brassicae-euproctidis MG932202 C
XIV - pretiosum MG932203 C
VI - Hcasseuproctidis MG932204 C
- migB MG932205 C
- migB MG932206 B
- MsB MG932207 C
- daumalae-evanescens MG932208 B
Il - cdcoeciae-embryophagum  MG932209 B
| - Xacoeciae-embryophagum  MG932210 C
Il - Xacoeciae-embryophagum  MG932211 C
XIl - cacoeciae-embryophagum  MG932212 C
SWE- MG932213 C
2 - achaeae MG932214 C
2 - achaeae DQ177918
XI - bourarachae MG932215 B

XII - cacoeciae-embryophagum MG932216

XII - cacoeciae-embryopimaguKM242285

XII - cacoeciae-embryopimaguDQ177917
IV - chilonis MG932217
IV - chilonis MG932218
IV - chilonis MG932219
IV - chilonis MG932220
IV - chilonis MG932221

>> 00 O mm

A

varprot
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Hap_094
Hap_095
Hap_096
Hap_097
Hap_098
Hap_099
Hap_100
Hap_101
Hap_102
Hap_103
Hap_104
Hap_105
Hap_106
Hap_107
Hap_108
Hap_109
Hap_112
Hap_113
Hap_114
Hap_115
Hap_116
Hap_117
Hap_118
Hap_119
Hap_120
Hap_121
Hap_122
Hap_124
Hap_125
Hap_126
Hap_127
Hap_128
Hap_129
Hap_130

ChiH

CAS134

ACJYRO0132

PREB
PRIB
ACJYRO116
ACJYRO121
NS008
NS007
FPV034_A
ISA1729
ALOO4
ISA2564
PUG191
ESP227
PMBIO2
ISA4737
ISA4561
ISA3082
ESP462
BSEM-S
ISA5169
FLO241c
ISA4375
ISA6646
ISA5544
JAP0029B

USA (Hawai), 2006

France, 2016
France, 2015

Brazil, 1995
Bulgaria, ?
France, 2015
France, 2015
France, 2015
France, 2015
France, 2015
France, 2015
France, 2015
Kazakhstan, ?
France, 2015
Spain, 2016
France, 2014
France, 2016
France, 2016
France, 2015
Spain, 2016
France, 2017
France, 2015
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
Japan, 2016

Historic collections

Genbank
TRIPTIC project
Genbank
Genbank
Genbank
Genbank
TRIPTIC project
Genbank
Genbank

Historic collections
Historic collections

TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project

Historic collections

TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project

T. chilonis

BP T. pretiosum
BP T. principium
BP T. cacoeciae

IV - chilonis
IV - chilonis
- ¢tbrdubensis
10 - danausicida
X - dendrolimi
X - dendrolimi
X - dendrolimi
XII - cacoeciae-embryophagum

MG932222
DQ177915
MG932223
JF776380
KC411494
KC411496
DQ177913
MG932224

XII - cacoeciae-embryopimagukKM105169

1 - ostriniae
XIV - pretiosum
Il - principium
XII - cacoeciae-embryophagum
XII - cacoeciae-embryophagum
-XHcoeciae-embryophagum
X#wC
11l \semblidis
- pifincipium
Visemblidis
- SBA
- ¢brdubensis
- XHcoeciae-embryophagum
XII - cacoeciae-embryophagum
| -Xhcoeciae-embryophagum
| -Xhcoeciae-embryophagum
Il X$wC
ddumalae-evanescens
- bflassicae-euproctidis
- bflassicae-euproctidis
| - ¢brdubensis
| - dordubensis
- Wburarachae
- Wburarachae
ot affiliated

DQ177914
MG932225
MG932226
MG932227
MG932228
MG932229
MG932230
MG932231
MG932232
MG932233
MG932234
MG932235
MG932236
MG932237
MG932238
MG932239
MG932240
MG932241
MG932242
MG932243
MG932244
MG932245
MG932246
MG932247
MG932248

C
E
D
E

E
E
E
A
E
E
B
C
B

C
B

C
C
C
B
B
B
C
C
D
B

C
B
C
A

w0 O W

B

varprot

varprot
varprot

varprot

varprot
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Hap_131
Hap_132
Hap_133
Hap_134
Hap_135
Hap_136
Hap_137
Hap_138
Hap_139
Hap_140
Hap_141
Hap_142
Hap_143
Hap_145
Hap_146
Hap_147
Hap_148
Hap_149
Hap_150
Hap_151
Hap_152
Hap_153
Hap_154
Hap_155
Hap_157
Hap_158
Hap_159
Hap_160
Hap_162
Hap_163
Hap_164
Hap_165
Hap_172
Hap_173

JAP0027a
ISA6223
ISA6147
ISA5169
COR7
ISA7850
JAP0018
BL117
BL116
ISA10438
ISA10438_R1.3
ISA6151_R2.6
ISA11333
GOT0098
MURU0025
ISA4379
ISA13075
ISA13075
ISA12949
ISA13345
ISA11967
ISA11965
ISA13470
ISA12366
ISA6926
ISA11783
ISA12953
ISA13034
ISA15036
ISA15214
ISA8699
ISA10054
BL110
FLO218

Japan, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2015

France (Corsica), 2016

France, 2016
Japan, 2016

France, 2016

France, 2016

France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016

France, 2016

TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project

TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project

- dMlonis MG932249

- visB MG932250
- visB MG932251
- bflassicae-euproctidis MG932252
XIl - cacoeciae-embryophagum  MG932253
- visB MG932254
svED MG932255
BwvE MG932256
BwvE MG932257
XI - bourarachae MG932258
XI - bourarachae MG932259
XIl - cacoeciae-embryophagum  MG932260
II - dordubensis MG932261
| - Xacoeciae-embryophagum  MG932262
- ddumalae-evanescens MG932263
- ddumalae-evanescens MG932264
ot affiliated MG932265
ot affiliated MG932266
Il - Xacoeciae-embryophagum  MG932267
Il - VhisA MG932268
| - Dourarachae MG932269
| - Dourarachae MG932270
- nvisB MG932271
- nvisB MG932272
- ddumalae-evanescens MG932273

Il - Xacoeciae-embryophagum MG932274
Il - Xacoeciae-embryophagum  MG932275

II - dordubensis MG932276
Il - Xacoeciae-embryophagum  MG932277
II - dordubensis MG932278
- ddumalae-evanescens MG932279
II - dordubensis MG932280
VBemblidis MG932281

-Xdhcoeciae-embryophagum  MG932282

O m ™ O

varprot

varprot

varprot

varprot

varprot

varprot
varprot
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Hap_175
Hap_176
Hap_177
Hap_178
Hap_179
Hap_180
Hap_181
Hap_182
Hap_183
Hap_184
Hap_185
Hap_186
Hap_187
Hap_188
Hap_190
Hap_191
Hap_192
Hap_193
Hap_194
Hap_195
Hap_196
Hap_197
Hap_198

ISA11333_7
ISA11333_14
ISA7851_9
ISA7851_11
ISA11365_2
ISA11365_5
ISA11365_6
ISA11365_8
ISA13075.3
ISA13075.5
ISA13075.9
ISA13075.13
ISA10468.2
ISA6414.11
ISA6414
ISA15057.8
ISA17526
ISA17526
ISA17526
ISA18485
Pchl

Pchl

Pch2

France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2017
France, 2017
France, 2017
France, 2017
Algeria, 2017
Algeria, 2017
Algeria, 2017

TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
TRIPTIC project
Other source

Other source

Other source

not affiliated
not affiliated

XII - cacoeciae-embryophagum

not affiliated

XII - cacoeciae-embryophagum

not affiliated
not affiliated
not affiliated
not affiliated
not affiliated
not affiliated
not affiliated

XII - cacoeciae-embryophagum

not affiliated
t affdliated
not affiliated
- MsB
- MsB
ot affiliated
| - Bourarachae

X#Hcoeciae-embryophagum
X#Hcoeciae-embryophagum
X#Hcoeciae-embryophagum

MG932283
MG932284
MG932285
MG932286
MG932287
MG932288
MG932289
MG932290
MG932291
MG932292
MG932293
MG932294
MG932295
MG932296
MG932297
MG932298
MG932299
MG932300
MG932301
MG932302
MG932303
MG932304
MG932305

A

A
A

A
A

> > >» > > > >
>

> W > > > >

A
B
B
B
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Tableau 2 : Souches utilisées pour I'analyse déogiéyie multilocus

Les haplotypes COI et I'identification moléculaoet été obtenus a partir des analyses de barc¢cfing3-Barcoding) (voir tableau 1 (voir 87) aimgie les figures 3 et 4).
Les résultats de la rechercheWelbachiapar PCR sont indiqués par W+ en cas de présencen\tas d'absence et W ? en cas d’incertitude.

Souches Nb d'individus Origine de la souche Source Barcode COI Identificadn moléculaire Wolbachia
2 6 Yougoslavie, 1972 Collections historiques Hd#&S3 0 9 - oleae

101 France, 1976 Collections historiques Hap_064 XII - cacoeciae-embryophagum

2Pint Yougoslavie, 1972 Collections historiques apH003 9 - oleae

2Pint (contamination) 1 Yougoslavie, 1972 Colleatidnistoriques Hap_002 | - daumalae-evanescens

8la 4 France, 1975 Collections historiques Hap_001 Il - principium

81b 4 France, 1975 Collections historiques Hap_001 Il - principium

A _aff outgroup outgroup outgroup

A _sid outgroup outgroup outgroup

Al 1 France, 1989 Collections historiques Hap_011 - ddumalae-evanescens

ACJYRO0002_cord
ACJYR0002_cac
ACJYRO0010
ACJYR0014_cord
ACJYR0014_cac
ACJYRO0030
ACJYRO0039
ACJYRO116
ACJYRO0121
ACJYRO0127
AF007

ALO04

Al22

AMO002

B2.1

B3.1

B5.3

2 France, 2015
1 France, 2015
1 France, 2015
1 France, 2015
1 France, 2015
1 France, 2015
1 France, 2015
2 France, 2015
1 France, 2015
1 France, 2015
1 France, 2015
2 France, 2015
3 France, 1990
1 France, 2015
1 Iran, 2013?

3 Italie, 2013?
1 France, 20137

Projet TripTIC Hag 01
Projet TripTIC Hap_006
Projet TripTIC Hap_019
Projet TripTIC Hag® 01
Projet TripTIC Hap_006
Projet TripTIC Hap_017
Projet TripTIC Hap_006
Projet TripTIC Hap_106
Projet TripTIC Hap_107
Projet TripTIC Hap_006
Projet TripTIC Hap_021
Projet TripTIC Hap_114
Collections historiques Hap_004
Projet TripTIC Hap_021

BIOLINE Agroscienceslap_036
BIOLINE Agroscienceblap_028
BIOLINE Agrosciencé$ap 036

Il - cordubensis
XII - cacoeciae-embryophagum
Xdhcoeciae-embryophagum
[l - cordubensis
XII - cacoeciae-embryophagum
| VBemblidis
Xdhcoeciae-embryophagum
Xthcoeciae-embryophagum
Xdhcoeciae-embryophagum
Xthcoeciae-embryophagum
| -rdalae-evanescens
VIHemblidis
VII - misA
| - calae-evanescens
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
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B5.6

B9.1

B9.10
B9.11

B9.3

B9.30

B9.4

B9.40
B9.55
B9.60
B9.61
B9.62

B9.7
BLO12
BL103a
BL113c
BL116
BL117
BL121
BOU2
BRA3
BSEM-S
CHI1_Mart
CHI2_Mart
Citron

D2

Dan97

DB

Diaph 1-1.17/05
E_ur3

P R PO NP, 0PN WOR NR R R RPRDNDNERERPRNONMNNDNDRRPR

A

outgroup

France, 20137
Moldavia, 2013
France, 20137
France, 2013
Croatia, 2013
Moldavia, 2013
Croatia, 2013
Croatia, 2013
Croatia, 2013
Croatia, 2013
Croatia, 2013
Croatia, 2013
Hongrie, 2013
France, 2015
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
Morocco, 1992
Moldavia, 1973

BIOLINE Agrosciencé$ap 037
BIOLINE Agroscienceblap_022
BIOLINE Agrosciencétap_027
BIOLINE Agroscienceésap_005
BIOLINE Agroscienceldap 032
BIOLINE Agroscienceslap_028
BIOLINE Agroscienceldap_005
BIOLINE Agrosciencddap_024
BIOLINE Agrosciencddap_030
BIOLINE Agrosciencddap_034
BIOLINE Agrosciencddap_035
BIOLINE Agrosciencddap_030
BIOLINE Agroscienceslap_036

Projet TripTIC Hap_011
Projet TripTIC Hap_049
Projet TripTIC Hap_049
Projet TripTIC Hap_139
Projet TripTIC Hap_138 ; H&EY 1

Projet TripTIC Hap_045
Collections historigues Harb 08
Collections historiques Hap50

France, 2017 Projet TripTIC Hap_124
France (Martinique), 2014Autre source Hap_061
France (Martinique), 2014Autre source Hap_061

France, 2012
China, 1992
Danemark, 1997
Portugal, 1991
Guyane, 2017

Collections historiques Ha&® 0
Collections historigues Hap_043
Collections historiques  1@ap_
Collections historiques Hap_014
Autre source Hap_221
outgroup

VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
| - alae-evanescens
lurdalae-evanescens
| ubalae-evanescens
IX Bsw W-
IX - swk W-
| - mialae-evanescens
XI - bourarachae
VI - brassicae-euproctidis
Viadsicae-euproctidis W+
IV - chilonis
IV - chilonis
XII - cacoeciae-embryophagum
- déndrolimi
XII - cacoeciae-embryophagum
VI - brassicae-euproctidis
b - swK W-?

outgroup

79



E_ur8

E1.3

E1.7

E8.6
EgyptEupro
ESP227
ESP359
ESP459
ESP462
ESP466
Exi3

FLO201
FPV034_A
GOTO0098
Grab_haplo10
Grab_haplo3
Grab_haplo4
Grab_haplo7
IRANO1
IRANO2
IRANO3
IRANO4
ISA11030
ISA11967
ISA12953
ISA13345
ISA13470

ISA19249 B5Sm_s_220517

ISA20016_Pch2
ISA2564

outgroup
2
2
1
6
2
2
1
3
1
1
2
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
1

3
1

France, 2013
France, 2013
France, 20137
Egypte, ?
Espagne, 2016
Espagne, 2016
Espagne, 2016
Espagne, 2016
Espagne, 2016
USA, 1995
France, 2016
France, 2015
France, 2016
France, 2011
France, 2011
France, 2011
France, 2011
Iran, 2012
Iran, 2014
Iran, 2012
Iran, 2014
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2017
Algérie, 2017
Kazakhstan, ?

outgroup
BIOLINE Agrosciencesap_038
BIOLINE Agrosciencesap_039
BIOLINE Agrosciencétap 039

Collections historiques  H#8
Projet TripTIC Hap_117
Projet TripTIC Hap_117
Projet TripTIC Hap_049
Projet TripTIC Hap_122
Projet TripTIC Hap_049

Collections historiques Hap_009

Projet TripTIC Hap_121

Projet TripTIC Hap_112

Projet TripTIC Hap_076
Autre source Hap_078
Autre source Hap_073
Autre source Hap_074
Autre source Hap_075

Autre source Hap_028
Autre source Hap_057
Autre source Hap_028
Autre source Hap_008

Projet TripTIC Hap_077

Projet TripTIC Hap_152

Projet TripTIC Hap_159

Projet TripTIC Hap_151

Projet TripTIC Hap_154

Autre source Hap_004

Autre source
Autre source

outgroup

VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis
VI - brassicae-euproctidis

VI - brassicae-euproctidis

XHcoeciae-embryophagum
Xtcoeciae-embryophagum
aunthlae-evanescens
aunthlae-evanescens
aunthlae-evanescens
- ekiguum 1
XlswC
Visemblidis
Xdheoeciae-embryophagum
| - edcoeciae-embryophagum
miéB
daumalae-evanescens
- edtoeciae-embryophagum
VI - bigas-euproctidis
3-swA
VI - bigas-euproctidis
| - daweadvanescens
Xdhcoeciae-embryophagum
Xburarachae
Xdhcoeciae-embryophagurdv+?
MiisA
isB
VII - misA

Hap_196p_197 ; Hap_198XII - cacoeciae-embryophagum

Hap_115

3A sw W+?
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ISA2565
ISA3082
ISA4561
ISA4737
ISA5544
ISA6147
ISA6223
ISA6646
ISA7850
it18
JAP0018
JAP0029B
K1

K2

K4

M1

M172

M36

MK
MURUO0222
NS007
NS008
OMAN

PB
PKANO0093
PKANO0104
PKANOO0116
PKANO0121
PKANO0151
PKANO0156

Ww NN PN www NN R

P B b P, NDNN

[

P PR R PR R PRF

Russie, ?
France, 2015
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2016
Italy, ?

Japan, 2016
Japan, 2016
Turquie, 2013
Turquie, 2013
Turquie, 2013
France, 1993
Uruguay, 1993
France, 1982
Morocco, 1991
France, 2016
France, 2015
France, 2015
Oman, 1998
Portugal, 1991
France, 2017
France, 2016
France, 2016
France, 2016
France, 2017
France, 2017

Autre source
Projet TripTIC
Projet TripTIC
Projet TripTIC
Projet TripTIC
Projet TripTIC
Projet TripTIC
Projet TripTIC
Projet TripTIC
Collections historiques
Projet TripTIC
Projet TripTIC
Autre source
Autre source
Autre source
Collections historiques
Collections historiques
Collections historiques
Collections historiques
Projet TripTIC
Projet TripTIC
Projet TripTIC
Collections historiques
Collections historiques
Autre source
Autre source
Autre source
Autre source
Autre source
Autre source

Hap_006
Hap_121
Hap_120
Hap_119
Hap_129
Hap_133
Hap_132
Hap_128
Hap_136
Hap_063

Hap_137

Hap_130
Hap_070
Hap_070
Hap_070

Hap_021

Hapy 06

Hap_012
Hap_059
Hap_049
Hap_109
Hap_108
Hap_068

Hap_014

Hap_205

Hap_206

Hap_209

Hap_214

Hap_207

Hap_208

XIl - ea@e-embryophagumn?
XlswC W-

Xtheoeciae-embryophagum
Xtheoeciae-embryophagum

Xburarachae W-

VisBn
VisBn
Xburarachae
VisBn
dendrolimi
5D sw W-
affdiated W-
VI - breasieuproctidis
VI - breasieuproctidis
VI - breasieuproctidis
- ddumalae-evanescens
6 - exiguum 2
Il - cordubensis

VI - brassicae-euproctidis

dhumalae-evanescens
XBinvC
Xldemeciae-embryophaguriv+
| - Brassicae-euproctidis

VI - brassicae-euproctidis

ARES W-
wl- s W-
vel- s W-
wl- s W-
vwl- s W-
wl- s W-
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PKANO00157
PKANO00081

PM

PM_carpo

PMBiol

PMBio2

PMC

PR002

PR003

PR006

PR0OO07

PR009

PRO10
PRET_FREDON_PTA
PRET_FREDON_PTT
PUG029

Rh2

Rh4

Rh9

S2

SALAO033
SAMAH_ISA849
SAMAH_ISA850
SAMAH_ISA876
SEM1

SEMA2

SEMV

Syr96D
T_achaeae_biotop
T115

[EnY

HHHHMHHNHwbmHHHHHHHHHNQwNwH

N

France, 2017
France, 2016
?

?

France, 2014
France, 2014
France, 2014
France, 2015
France, 2015
France, 2015
France, 2015
France, 2015
France, 2015

Autre source

Autre source
Collections historiques
Collections historiques

Collections historiques

Collections historiques

Collections historiques

Projet TripTIC

Projet TripTIC

Projet TripTIC

Projet TripTIC

Projet TripTIC

Projet TripTIC

France (Martinique), 20&utre source

France (Martinique), 20utre source

France, 2015
France, 1982
France, 1982
France, 1982
Yougoslavia, 1972
France, 2016
Tunisie, 2015
Tunisie, 2015
Tunisie, 2015
France, 1998
France, 2002
France, 1998
Uruguay, 1993
2

Uruguay, 1988

Projet TripTIC
Collections historiques
Collections historiques
Collections historiques
Collections historiques
Projet TripTIC
Autre source
Autre source
Autre source
Collections historiques
Collections historiques
Collections historiques
Collections historiques

Hap_212

Hap_220
Hap_003

Hap_003

Hd® 0

H&6 OHap_118

Hap_003
Hap_027
Hap_036
Hap_036
Hap_017
Hap_036
Hap_005

Hap_013
Hap_013

Hap_096
Hap_003
Hap_003
Hap_003
HA3

Hap_118

Hap_006

Hap_006

Hap_059
Hap_017
Hap 01
Hap_016

HAD

BIOLINE Agrosciencemap_083

Collections historiques

Ha® 06

v - s W-
wl- s
9 - oleae
@ael
XII - cacoeciae-embryophagum
XII - cacoeciae-embryophagum
9 - oleae
Vlaskicae-euproctidis
Vlassicae-euproctidis
Vlaskicae-euproctidis
VHEemblidis
Vlaskicae-euproctidis
Vlassicae-euproctidis

XIV - pretiosum W-
XIV - pretiosum W+

tbrdubensis
9 - oleae
9 - oleae
9 - oleae
9 - oleae
Xtacoeciae-embryophagum
Il -Xcacoeciae-embryophagum
Il Xcacoeciae-embryophagum
| - Wrassicae-euproctidis
VIII - semblidis
VIII - semblidis
X1l - swC
Il - principium
2 - achaeae W-

XIV - pretiosum
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T191
T234
Tbra
TCAI
TCMz
TCVigne
Tdaum
TEAI
TP41EG
TP63
TR
Tun704
URO2
URO3
V11.14
V11.16
V2.11
V2.12
V2.13
V2.14
V2.16
V2.17
V2.19
V2.6
V2.8
Vv3.19
V3.6
V3.8
V6.3
V7.2

© w W P W R

N

PN W N WNRPRPRPNMNNW®WNPRRRRPRPRPRNPEP PO

Uruguay, 1993
Uruguay, 1994

?

France, 1987-1989
France, 1987-1989
France, 1987-1989
France, ?

France, ?

Egypt, 2002
Egypt, 2004

Chili, 1994
Tunisie, ?

Iran, 1996

Iran, 1996

France, 2013
France, 2013
Moldavia, 2013
Moldavia, 2013
Moldavia, 2013
Moldavia, 2013
Moldavia, 2013
Moldavia, 2013
Moldavia, 2013
Spain (Canarias), ?
Egypt, ?

France, ?

France, ?

France, ?

France, ?

France, ?

Collections historiques Hai3 00

Collections historiques Ha® 06

Collections historiques Hap_005

Collections historiques pH06
Collections historiques p H®7
Collections historiquds$ap_006

Collections historiques Hap_08&p, 008
Collections historiques Hap_003

Collections historiques Hap 01

Collections historiques Hap_012

Collections historiques Hap_055

Collections historiques Hap_006

Collections historiques Hap_065

Collections historigues Hap_066

BIOLINE Agrosciencesap_044
BIOLINE Agrosciencesap_046
BIOLINE Agrosciencebklap_041
BIOLINE Agroscienceblap_044
BIOLINE Agroscienceblap_042
BIOLINE Agroscienceblap_044
BIOLINE Agrosciencebklap_045
BIOLINE Agroscienceblap_021
BIOLINE Agroscienceblap_011

BIOLINE Agrosciencemp_053
BIOLINE Agroscience#iap_054
BIOLINE Agroscienceldap_050
BIOLINE Agrosciencelap_049
BIOLINE Agrosciencelap_047
BIOLINE Agrosciencelap_048
BIOLINE Agroscienceslap_008

, Hap_051

9 - oleae
XIV - pretiosum
VI - bicss-euproctidis
XIl - cacoeciae-embryophagum
XII - cacoeciae-embryophagum
XII - cacoeciae-embryophagum
| - daumalae-evanescens
- okeae
Xl - bourarachae
Il - cordubensis
- nerudai

XII - cacoeciae-embryophagum

Il -Xacoeciae-embryophaguriV+
Il -Xacoeciae-embryophagurniV+

| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
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V9.2
V9.4
Var

France, 2013
France, 2013
France, 20127?

BIOLINE Agrosciencddap_011 ; Hap_056
BIOLINE Agrosciencddap_021
Autre source Hap 019

| - daumalae-evanescens
| - daumalae-evanescens
XIl - eame-embryophagum
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8 SUPPLEMENTS:

8.1 Suppléments S1 : Résultats généraux liés a '’ensemble des croisements

I- Geéneéralités :
En complément des tests réalisés a l'intérieurctieters « I-daumalae-evanescens » et « VI-
brassicae-euproctidis » présentés dans le paragBaptBarcoding COI et du cluster V-misB
8 4-Multilocus, les (in)compatibilités de reprodoat testées entre les différents clusters
présentent des résultats généralement concordatdes délimitations d’espéces proposées
par la phylogénie multilocus. Au total, 1375 tedts croisements ont été réalisés sur des
souches disponibles et sexuées dont 7 especesofoplexes) ont été identifiees comme
T. « daumalae-evanescens »,  T.principium,  T.clgloni T. « brassicae-euproctidis »,
T.semblidis, T.bourarachae, T.achagat 4 espéces non identifi€EsnisA, T.misB, T.swC,
T.swD. Certaines espéces n'ont pas été étudiées puistpgjissait de souches non sexuées
T.cordubensis, T.caceociae-embryophagum, T.pretipsl.oleaeou non disponibles au
laboratoire T.dendrolimi, T.ostriniae, T.nerudai, T.exiguumganausicida,T.swA, T.swG,
T.swl, T.swK, T.swJ, T.swB et T.swHises dans I'ensemble, toutes les femelles non
fécondées, toutes espéeces confondues (n=190) pamproduit de filles. Les croisements
parentaux ont été plus ou moins efficaces en foncties espéces avec un succes de
croisements (i) médiocre podr.swD [RC1= 20%, RC2=0.01% - n=5], (i) moyen pour
T.achaeadRC1=57%, RC2=0.35, n=21] et (ii) élevé [RC1 moyen93% (79-100%), RC2
moyen de 0.64% (35-86%) - n=217] pour les autrgeessT.bourarachae, T.brassicae-
euproctidis, T.chilonis, T.daumalae-evanescens,isARmT.misB, T.misC, T.principium,
T.semblidis, T.swC
Concernant les tests de compatibilité, la répartities croisements (n = 1324) a l'intérieur
des classes déterminées dans le 8 Test de crois@mehest représentée dans la Figure S2.
Plus précisément, a l'intérieur de chaque catégdaierépartition des croisements est la
suivante :
- les croisements compatiblesf. Figure S2:
96,4% des croisements parentaux (n = 238) ;
69.0% (n = 116) des croisements intraspécifiques ;
6.7% (n = 44) des croisements interspécifiquescguicernent dans la majorité des cas le
complexe « T.evanescens-daumalae » (T.eva x T.daum30) et le complexe « brassicae-

euproctidis » (T.brass x T.brass : n= 10) vu dangdrtie § 3-barcoding COI. Un dernier cas
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de croisement interspécifique (n = 4) implique deschesrl.evanescenst T.brassicaedont
les résultats sont présentés dans § Interspécifigneonforme ci-dessous

- les croisements incompatiblesf. Figure S2 :

100% des femelles vierges (n = 191), conformémeet @ui est attendu ;

82.2% (n = 587) des croisements interspécifiques ;

6,9% (n = 14) des croisements intraspécifiques phésisément du complexe « brassicae-
euproctidis », ce complexe étant discuté dans3kbgrcoding COI.

- les croisements moyennement compatibles$. Figure S2 :

20,7% (n = 32) des croisements intraspécifiquest doimcipalement des croisements
concernant le complexe « brassicae-euproctidis»ZR) discuté dans le § 3-barcoding COI.
Les autres croisements intraspécifiques concerfentespeced .principium (n = 5) et
T.evanescenf = 5) pourraient s’expliquer par des évitemarmportementaux ou autres
problemes non identifiés ;

1.5% (n = 13) des croisements interspécifiques emant des souchdsmisA (1 souche) X
T.swD (1 souche) (n = 7), T.evanescens (1 sou¢hEprassicagl souche)n = 6) dont les
résultats sont présentés dans le § Interspécifiquneconforme ci-dessous.

- les croisements faiblement compatiblesf. Figure S2

3.6% des croisements parentaux (n =céhcernant une souche de I'espdcsewD [RC1=
20%, RC2=0.01% - n=5] qui pourraient s’expliquer pas conditions de développement
défavorables (I'h6te de substitution), de la dégies de consanguinité, de I'incompatibilité
liée a des symbiotes, une présence de pathogeane Rautres aspects non identifiés ;

3.4% (n = 10; ®i x 1Jj) des croisements intraspécifiques concernant smeche du
complexe « brassicae-euproctidis », discuté dag8kparcoding COI ;

9.6% (n = 74) des croisements interspécifiques @mmnt des souches du complexe
« brassicae-euproctidis » (n= 26), des soudhessA (1 souche) X T.brassicae (2 souches) (n
= 22), et des souche$.evanescens(2 souche§)T.brassicae (3 souche&) = 26) dont les

résultats sont présentés dans le § Interspécifiquneconforme ci-dessous.

[l- Cas des croisements interspécifiques non conformes

On peut distinguer deux types de croisements ipéerques non conformes :
- les croisements impliquant la souche identifiéaisA,;
- les croisements interspécifiques entre des ssuae «T. brassicae/euproctidis >et

« T.evanescens/daumala@lans les deux sens de croisement.
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Concernant le premier type de croisement, une souchisA (Al22) présentait une
compatibilité moyenne avec une souche identifigsvD (JAPO018)QAI22 x $JAP0018 ; n

= 7; RC1=0,43, RC2=0,25) dans un seul sens dear@nt. Le sens inverse présentait une
incompatibilité de reproduction conforme a ce daitéattendu. Cette modalité de croisement
n'a pu étre testée qu’'a partir de ces deux sousbeles représentantes de ces deux espéeces.
Les fils et filles restés en mélange ont produg getites-filles la génération suivante (n=2,
RC1=1; RC2=0,73). Les filles vierges n'ont pas t&stées afin d’identifier une possible
induction de thélytoquie.

Concernant les croisements entre la southmisA (Al22) et deux souched.brassicae
(PRO10 et Thbra), ils présentaient des compatibilfeibles (Al22 x Tbra, n=12; Al22 x
PRO0O10, n=20) quel que soit le sens de croisemeatxlDautres souches du complexe
« T.brassicae/euproctidis ont été croisées avec la soudhmis Aet ces croisements n’ont
pas donné de filles dans les deux sens de croisdfpal22 x4 brassicae/euproctidis, n=15 ;

Jdal22xQ brassicae/euproctidis , n=17).

Concernant les croisements entr&. &rassicae/euproctidis et «T.evanescens/daumalae »,
(cf. Figure S3), des niveaux variables de’(in)cotiijiiités ont été observés, tous croisements
confondus (n = 83), avec un RC1 moyen de 0.20 [QRO0%] et un RC2 moyen de 0,87
[0% ;100].

Pour les croisements ont été étudiés a la géngrsativante (voir S3 fleches bleues), aucune
des filles vierges (n=16), ni aucune des fillesang€es aux fils (n=9) n’ont réussi a avoir de
descendance (cf. Figure S3), tous croisements rdaf Dans notre cas, il semblerait que les
filles obtenues soient stériles mais le nombre alelses testées et le nombre de répétition
étaient faibles. Il est nécessaire de réalisered@griences complémentaires afin de mettre
réellement en évidence : soit une induction deytbglie déja décrite par B.Pintureau
(Pintureau and Babault, 1981), soit I'identificatid’hybride non viable, soit I'obtention de
femelles stériles.

Aucune des filles vierges (n=16), ni aucune ddssfimélangées aux fils (n=9) n’ont réussi a
avoir de descendance (cf. Figure S3), tous croissmeonfondus. Dans notre cas, il
semblerait que les filles obtenues soient sténmfess le nombre de souches testées et le
nombre de répétitions étaient faibles. Il est nemies de réaliser des expériences
complémentaires afin de mettre en évidence soitinthection de thélytoquie déja décrite par
B.Pintureau (Pintureau and Babault 1981), soitelidfication d’hybride non viable, soit

I'obtention de femelles stériles.
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8.2 Suppléments S2 : Présence de filles par catégorie de croisement
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Figure S2 : Présence de filles par catégorie deamrent.

Les catégories de croisement (femelles viergegnpanx, intraspécifiques et interspécifiques) septésentées en fonction de leurs RC1 (proportoardisements qui ont
fourni au moins une fille) en abscisse par rappolturs RC2 (proportion moyenne de filles danscleésements) en ordonnée. Les compatibilités deodegtion sont

identifiees par des couleurs, vert pour les cro@gmcompatibles, bleu pour les croisements moyerenecompatibles, rouge pour les croisements faibie compatibles
et noir pour les croisements incompatibles.
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8.3 Suppléments S3 : Résultats des croisements interspécifiques entre complexes
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Figure S3 : Résultats des croisements interspéeig@ntre le complexe « T.brassicae/euproctidide>samplexe « T.daumalae-evanescens » sur dscgtions.

Test de la GO : Les compatibilités de reproductienla GO sont identifiées en fonction de la couldeirla fleche : vert pour les croisements compegibbleu pour les
croisements moyennement compatibles, rouge poardésements faiblement compatibles et noir posict®isements incompatibles (voir Figure S2).

Les fleches grises indiquent les croisements G@itaga au moins une descendance fille F1 mais namtdigée, utilisée pour les tests de croisementsadgénération
suivante.

Test des filles F1 : Les fleches bleues indiquestcroisements réalisés en F1 avec le résultat fidedndité des F1 au-dessus et les n répétitions.

Dans tous les cas, la fleche pointe sur la fenaklleouple.
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8.4 Autres suppléments

Compte tenu de leur nombre et de leurs taillesalxes figures sont disponibles sur
FileSender via le lien :

https://filesender.renater.fr/?s=download&token=3x6P2-d701-b490-4893-92e92fd8eebec
jusgu’au 11/10/2018.

Seules les légendes sont indiquées ici.

Figure S4 : Arbre ML sur I'alignement du géR2-Eflalpha

Arbre ML basé sur les donnéesTéchogrammaobtenu a partir de l'alignement ClustalW de
I'ensemble de donné€&&-Eflalpha Les supports BP (100 réplicats) des cladesiadigués
aux nceuds en pourcentage.

Figure S5 : Arbre RaxML sur I'alignement du géffengless

Arbre ML basé sur les donnéesTéchogrammaobtenu a partir de I'alignement ClustalW de
I'ensemble de donnéwdinglessLes supports BP (100 réplicats) des cladesiaditués aux
nceuds en pourcentage.

Figure S6 : Arbre RaxML sur I'alignement du gé2@|

Arbre ML basé sur les donnéesTéchogrammaobtenu a partir de I'alignement ClustalW de
I'ensemble de donné&30l. Les supports BP (100 réplicats) des clades sorgjugd aux
nceuds en pourcentage.

Figure S7 : Arbre ML sur I'alignement du geGgtB

Arbre ML basé sur les donnéesTiachogrammaobtenu a partir de I'alignement ClustalW de
'ensemble de donné&ytB. Les supports BP (100 réplicats) des clades songuad aux
noeuds en pourcentage.

Figure S8 : Arbre RaxML sur I'alignement du géreS4

Arbre ML basé sur les données Tiechogrammaobtenu a partir de I'alignement Muscle de
I'ensemble de donnéé&¥pS4.Les supports BP (100 réplicats) des clades sonqgugd aux
nceuds en pourcentage

Figure S9 : Arbre RaxML sur la concaténation dee@eg mitochondriauxCOIl et CytB avec

2 partitions

Arbre ML basé sur les donnéesTechogrammaobtenu a partir de I'alignement ClustalW de
I'ensemble de donné€&Ol, CytBcombinées avec 2 partitionnements, un par gereatl@es
ML correspondant par géne sont donnés sur les é3g86 et S7. Les supports BP (100
réplicats) des clades sont indiqués aux nceuds ercggiage. Les groupes renvoient aux
clades discutés dans le 84-Multilocus voir aussBg8&oding Figure 4.

Figure S10 : Arbre RaxML sur concaténation de 2egemitochondriaux@OI et CytB avec

6 partitions (PF2)

Arbre ML basé sur les donnéesTéchogrammaobtenu a partir de I'alignement ClustalW de
I'ensemble de donné€Ol et CytBcombinées sous le schéma de 6 partitions (COtiposi
P1, COI P2, COI-P3, CytB P1, CytB P2, CytB P3). bhelsres ML correspondant par gene
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sont donnés sur les Figures S6, S7. Les supporid@Préplicats) des clades sont indiqués
aux nceuds en pourcentage.

Figure S11 : Arbre RaxML sur concaténation de 4egemucléaire$EFlalpha-F2, RpL27a,
RpS4, Winglegsavec 4 partitions

Arbre ML basé sur les donnéesTéchogrammaobtenu a partir de I'alignement ClustalW de
I'ensemble de donné&s$-lalpha-F2, RpL27a, RpS4, Winglessnbinées sous le schéma de 4
partitions, une pour chaque gene. Les arbres Mtespondant par gene sont donnés sur les
Figures S4, S13, S8, S5. Les supports BP (100cedp)ides clades sont indiqués aux nceuds
en pourcentage. Les groupes renvoient aux cladgesitds dans le 84-Multilocus voir aussi
§3-Barcoding Figure 4.

Figure 12 : Arbre RaxML sur concaténation de 4 gémecléairesEFlalpha-F2, RpL27a,
RpS4, Winglegsavec 7 partitions (PF2)

Arbre ML basé sur les donnéesTiachogrammaobtenu a partir de I'alignement ClustalW de
'ensemble de donné€g-EFlalpha, RpL27a, RpS4, Winglessnbinées sous le schéma de 7
partitions EFlalphaF2 positionl P1EFlalpha P2, EFlalphaP3 +WinglessP1, Rpl27a
RpS4 WinglessP2,WinglessP3). Les arbres ML correspondant par géne sométosur les
Figures S4, S13, S8, S5. Les supports BP (100cedp)ides clades sont indiqués aux nceuds
en pourcentage.

Figure S13 : Arbre RaxML sur I'alignement du g&@.27a

Arbre ML basé sur les données Tiechogrammaobtenu a partir de l'alignement Muscle de
I'ensemble de donné&plL27a.Les supports BP (100 réplicats) des clades soiquad aux
nceuds en pourcentage.

Figure S14 : Arbre ML sur concaténation de 6 ge@éd, CytB, EFlalpha-F2, RpL27a,
RpS4, Winglesavec 12 partitions (PF2)

Arbres ML basé sur les donnéesTd&chogrammaobtenu a partir de I'alignement ClustalW
de I'ensemble de donné€®l, CytB, F2-EFlalpha, RpL27a, RpS¥inglesscombinées sous

le schéma de 12 partitions. Les arbres ML corred@onpar géne sont donnés sur les Figures
S4, S5, S6, S7, S8, S13. Les supports BP (10Catplides clades sont indiqués aux noeuds
en pourcentage.

Figure S15 : Phylogénie MLST d&&olbachiaprésent cheZrichogrammaa partir de 5 genes
(FtsZ, CoxA, GatB, hcpA, fopA

Phylogénie Multi Locus Sequence Typing utilisant Ml maximum likelihood, avec un
modele de substitution GTR General Time Reversibez dedVolbachiade Trichogramma

Les supports BP (100 réplicats) des clades somjuad aux nceuds en pourcentage. L'arbre a
été raciné sur des séquences concaténées de NOBbldachiaprésentes chez I'out-group
Brugia malayi Les séquences d&olbachiachezT. deionetT. brassicaesont également des
séquences de NCBI. Le numéro d’haplotype fait efée aux haplotypes déterminés dans le
8 3 Barcoding (voir aussi Figure 4).
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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

Caractérisation moléculaire et isolements reprodu@urs chez des auxiliaires de lutte biologique
WAROT Sylvie
22 novembre 2018

RESUME

Le genre Trichogramma (Hymenoptera : Trichogrammatidae) comprend, ahbde mondiale, environ 200
espéeces. Les caractéristiques biologiques de casifgddes oophages en font des taxons particoligme étudiés
pour des questions d’écologie évolutive ou desiegjbns en lutte biologique. La taxonomie de cargaeste
cependant mal résolue et l'identification en roaitie souches est difficile, du fait de limitatidast aux niveaux
morphologiques que moléculaires.

Dans ce contexte, mon travail vise & aborder exgdrialement la question des « délimitations d’espécentre
les espéces présentes dans la zone Ouest-Paléaretigcombinant : (i) une activité intense de <dding »
moléculaire sur une portion de la Cytochrome oxgdaé>3000 individus séquenceés) ; (ii) un travailpthylogénie
multilocus incluant 2 génes mitochondriau®yfochrome oxydase &t Cytochrome B et 4 génes nucléaires,
codants Vinglesset Elongation Factor 1 alphpou non Ribosomal protein L27at Ribosomal protein 34 (iii) la
recherche d’endosymbiotes du geriplbachia possiblement impligués dans lisolement reproguctde
certaines souches ; (iv) pour une trentaine dergsusexuées, la réalisation de tests de croisererdsnditions
controlées. Au final, les travaux de caractérisatimoléculaire ont permis de mettre en évidence pluse
vingtaine de clusters nettement différenciés quluent, pour la plupart, des especes déja décitasni ces
clusters figurent notamment ce que nous avons @érgsicomme deux complexes d'espéces, « brassicae-
euproctidis » et « cacoeciae-embryophagum », adskls ont été observés des sous-structuratiolésutaires
et/ou , des patrons complexes d’'(in)compatibiligggoductives voire un polymorphisme du mode derdéhisme
du sexe. Nos résultats mettent également en éwddeme proximité moléculaire et une compatibilitgrogluctrice
entre des souches initialement identifiées commdaumalaeet T. evanescensleux especes pourtant classées
dans deux sections difféerentes sur la base de téawacmoléculaires. Pour le reste, les résultagsisles
croisements controlés confortent bien les délinoitest observées sur des bases moléculaires. Centeit a
d’autres hyménoptéres parasitoides, les infecdovwolbachiasemblent relativement rares, le seul effet idéntif
étant I'induction de la thélytoquie. D’'une facom@géale, ce travail de caractérisation intégrativeeation a (i)
étre complété par des travaux de caractérisatiophotogique, (ii) étre progressivement étendu attiés especes,
(iii) servir de base pour développer des recherthieses, a vocations académiques (analyses cotiyeaou

plus finalisées (identification ou optimisation dsdiaires de lutte biologique).

MOTS-CLES : Barcoding, Délimitation d’espéces, Isolement repabelur, Phylogénie, Taxonomie intégrative,

TrichogrammaWolbachia
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