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INTRODUCTION

« The so-called species problem can be reduced to a simple choice between two alternatives:
are species reality of nature or are they simply theoretical constructs of the human mind ? »
(MAYR, 1982)

(Le probléme dit des espéces peut se voir réduit a un simple choix entre deux possibilités : les espéces
sont-elles une réalité de la nature, ou simplement des constructions intellectuelles de I'esprit humain?)

Cette question d'Ernst Mayr (1904-2005), biologiste évolutionniste majeur tif XiXcle, et

plus généralement les interrogations sur la création d'étres divers, aux « fonctions » variées,
hantent I'esprit humain depuis que I'homme s'est mis en téte de différencier les étres vivants
entre eux, et est donc probablement presque aussi ancienne que 'homme lui-méme. Les grecs
anciens, dont Aristote (384-322 av. J. C), le pere de la zoologie, ont voulu expliquer la
formation des organes et la réalisation d'un étre par la notion de finalisme formateur (les
organes existent dans le but de remplir des buts préconcus, la jambe car il faut marcher, I'celil
car il faut voir, etc.). Pourtant, cela n'empéche pas Aristote d'envisager une théorie alternative,
proche de ce qu'écrira bien des siecles plus tard le pére de I'Evolution, Dafiviei :.dbnc,

toutes les fois que les choses se produisent accidentellement comme elles se seraient produites
en ayant un but, elles subsistent et se conservent, parce qu'elles ont pris spontanément la
condition convenable ; mais celles ou il en est autrement périssent ou ont péri [...] ». Il rejette
pourtant cette alternative quelques lignes plus loirMats il est bien impossible que les
choses se passent comme on le prétend [...]. Donc il y a un pourquoi, une fin a toutes les
choses qui existent ou se produisent dans la nAt(ARISTOTE, env. 350 av. J.C.).

La phylogénie, science permettant I'étude des relations entre les espéces, ou plus précisément
entre les taxons (groupes dont la composition a été identifiée, donc reconnus dans une
classification), se fonde sur |'étude des caractéres, ou attributs observables d'un objet
biologique, espéece ou géne, pour lesquels on définit difféerents états. Pendant des siecles, les
phylogénistes ont étudié uniquement les caracteres morphologiques. Or l'identification des
spécimens biologiques sur la base de caracteres morphologiques, par clés d'identification
taxonomiques, est un processus complexe nécessitant l'intervention de spécialistes. De plus,
cela requiert dans la plupart des cas des spécimens intacts, adultes, males et femelles
(puisqu'il n'est pas rare qu'un seul des genres porte les caractéres nécessaires a
I'identification). Depuis les années 70 et le développement, entre autres, des techniques de
séquencage, la phylogénie a pris de plus en plus en compte l'outil moléculaire. Cet outil,
utilisé conjointement a l'analyse morphologique, permet de représenter graphiquement les
relations de parenté entre les divers taxons de la maniére la plus précise.



Lorsque l'on réduit I'échelle d'observation, en matiére de phylogénie, et que I'on veut préciser
la limite qui existe entre individus particulierement proches, on étudie alors le phénomene de
spéciation. Il s'agit du processus par lequel une espece initiale se scinde progressivement, par
des mécanismes délection naturellé et dedérive génétique en deux espéces-filles isolées
génétiquement et ayant en général des niches écologiques et des modes d’existence différents.
Ce phénoméne reste partiellement inexpliqué et demeure le sujet d'étude de nombreuses
équipes de recherche dans les sciences de I'évolution. La thése la plus couramment avancée
est celle de la « spéciatiatiopatrique », selon laquelle dgsopulations géographiqguement

isolées pendant une longue période se différencient passivement par dérive génétique, et
deviennent si incompatibles que leur éventuels hybrides sont stériles. Leur morphologie
tendrait & diverger au méme rythme que la dérive génétique.

Depuis quelques années, le laboratoire EPHE Biologie intégrative des populations, UMR
MNHN/CNRS 7205 Origine structure et évolution de la biodiversité, évalue le réalisme de
cette thése en utilisant le modele biologique constitué par l'infecfieula auricularia (le
perce-oreille européen). En 1998, I'équipe a démontré que sous ce nom étaient confondues
deux espéces jumelles, notion établie précédemment par Mayr (MAYR, 1942), isolées
génetiqguement, reconnaissables par 'ADN, mais morphologiquement identiques. Ceci illustre
le fait que la spéciation est principalement une rupture dans la continuité génétique : elle n'est
pas obligatoirement corrélée avec des différences morphologiques.

La mise en évidence de zones de contact entre ces deux espéces est d'un grand intérét pour les
études de I'évolution. L'étude d'une zone de contact dans les Pyrénées (GEllALE2003)

a montré la coexistence d'especes jumelles a moyenne altitude (1200 m) tandis qu'au méme
point géographique, a des altitudes supérieures et inférieures, une seule espéce a été trouvée
(A en altitude, B en basse altitude). De plus, le dernier maximum glaciaire a eu un impact
important sur la répartition des différentes espéces des milieux tempérés (HEWITT, 2000),
comme ceux ou les perce-oreilles vivent en Europe. La plupart des espéces de milieux
aujourd'hui tempérés vivaient dans des refuges de la péninsule méditerranéenne. Récemment,
l'utilisation de laphylogéographiea permis une avancée des connaissances sur l'histoire de
plusieurs espéces au cours des cycles glaciaires. Comprendre les réponses des especes aux
changements climatiques anciens est un moyen efficace de prédiction de I'effet de la période
actuelle de réchauffement global sur la répartition des especes (PROVAN et BENETT, 2008).

Il est donc instructif a cet égard de se pencher sur la dynamique des populakonficd&a
auricularia en Europe, et particulierement lors du dernier maximum glaciaire, 23 000 a

18 000 ans avant notre ere (DAWSON, 198EWITT, 2003 ; HEWITT, 2004).

1 Tous les mots en gras renvoient a leurs définitions données en annexe 1 (ANNEXE 1).
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D'autresespécesryptiques de perce-oreilles, mises a part les deux formes mises en évidence

en 1998, sont-elles présentes en Europe, et comment se répartissent ces deux derniéres ? A
l'aide d'une caractérisation par deux genes mitochondriaux, nous avons étudié la distribution
de nombreuses populations en Europe, dans I'absolu mais aussi par rapport a la distribution
des refuges glaciaires, puis cherché a augmenter la finesse des résultats par des méthodes de
génetique des populations. Considérant une adaptation écologique sous-jacente de chacune
des espéces, nous voulions de plus examiner la possibilité d'un lien entre distribution, climat
et altitude, mais aussi étudier la conservation des paramétres de croissance morphologique des
deux espeéces, afin de voir si les structures morphologiques étaient propres a chacune, et
corrélées a de possibles adaptations locales. Ainsi, dans une premiére partie, nous
présenterons une breve histoire de la classification des étres vivants, puis nous détaillerons
'organisme modéle étudié : le perce-oreille européen. Dans une seconde partie, nous
présenterons notre travail expérimental de morphométrie et de génétique.



10



PREMIERE PARTIE : Terminologie et modele d'étude

Afin de poser les jalons de notre réflexion, apres avoir passé en revue le déroulement
chronologique des réflexions sur la classification en biologie depuis I'Antiquité jusqu'a nos
jours, nous définirons les méthodes existantes pour modéliser ces organisations. Pour cela
NOUS NOUS appuierons entre autres, tout au long de cette partie, sur I'RReutga classer

le vivant ? Linné et la systématique aujourd’hdé Daniel Prat, Aline Raynal-Rocques,
Albert Roguenant, compilant les avis de divers intervenants d'un colloque organisé en 2007
pour le tricentenaire de la naissance de Linné (PRAdI., 2008), ainsi que sur diverses
archives compilées par la Bibliotheque Nationale de France (BNF, 2013). Enfin, nous
discuterons de la pertinence du choix de linséateficula auricularia comme modele
d'étude.

|. Historique de la classification des étres vivants

1. Fixisme et créationnisme, héritages de I'Antiquité

La volonté de I'homme de dresser l'inventaire des espéces vivantes a toujours existé. On peut
en trouver des prémices dans la Grece antique, particulierement avec Aristote. Le Romain
Pline I'Ancien (30 - 79), mort par inhalation de fumée pour avoir voulu observer de prés
I'éruption du Vésuve, avait déja nommé un grand nombre d'especes dahbsteire
Naturelle A cette époque, et pendant des siécles, ce type d'études est principalement motivé
par la volonté de dominer la nature, de considérer les étres vivants selon leurs utilisations
possibles pour I'homme, qu'elles soient d'ordre thérapeutique, alimentaire ou magique.
Aristote avait d'ailleurs mis en place un classement du vivant, ancétre de nos arbres
phylogénétiques, basé sur un tout autre mode de hiérarchisation, la complexification graduelle
de I'ame des étres vivants, dite « échelle des étres vivantSeata Naturae Dans cette

vision, I'homme est considéré comme ['étre le plus complexe aprés les divinités, et est
indépendant du regne animal, en ce qu'il est le seul a avoir une ame rati@iastieette

idée déiste qui est reprise par les religions monothéistes. On peut par exemple lire dans la
Genese (BIBLE, 1910) :

« Dieu dit: Que la terre produise des animaux vivants selon leur espéce, du bétail, des
reptiles et des animaux terrestres, selon leur espéce. Et cela fut ainsi.  Genese 1.24

Dieu fit les animaux de la terre selon leur espéce, le bétail selon son espéce, et tous les
reptiles de la terre selon leur espece. Dieu vit que cela était bon. Genese 1.25

Puis Dieu dit : Faisons I'hnomme a notre image, selon notre ressemblance, et qu'il domine sur

les poissons de la mer, sur les oiseaux du ciel, sur le bétail, sur toute la terre, et sur tous les
reptiles qui rampent sur la terre. » Genese 1.26
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Pendant prés de quinze siécles, ce sont les classements des Anciens qui vont servir de
référence aux biologistes de I'Occident, sans subir presque aucune modification. Au lieu
d'observer la nature qui les entoure directement, les divers savants préférent se rapporter aux
ouvrages de Pline I'Ancien ou du Grec Dioscoride (40 - 90), un des soucis notables de ce
retour permanent aux textes antiques étant l'utilisation de notions vétustes quant aux plantes
médicinales... De plus, et ce jusqu'au X¥kiécle, les plantes étaient classées en fonction de
leurs propriétés pour 'homme (plante-médecine, plante-poison, etc.) mais aucunement selon
leurs relations. Une infinité de noms coexistaient, souvent particulierement longs et
rébarbatifs, sans consensus aucun (LE GUYADER, 2003).

A la Renaissance pourtant va s'amorcer une sortie du carcan des Anciens avec l'augmentation
progressive de la part de I'observation dans les sciences de la vie. Les biologistes vont alors se
demander si les classifications utilitaires sont bien le reflet d'un « ordre naturel », y répondre
par la négative, et subséquemment tenter de modifier ces classifications. Ce tournant s'illustre
aussi par I'amélioration notable du réalisme des illustrations des ouvrages de biologie, ainsi
gue par l'enrichissement global des connaissances grace aux grandes découvertes des
navigateurs. Citons l'exemple du rhinocéros de Durer (1471-1528), gravure réalisée par
l'artiste @ Nuremberg uniquement d'aprés les descriptions venant du Portugal et comportant de
ce fait quelques erreurs (Figure 1).

Figure 1 : Rhinocéros de Direr, gravude 1515, Allemagne.
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Le sultan indien Muzafar Il (1511-1526) avait précédemment fait parvenir au roi du Portugal un
rhinocéros, animal jamais encore observé en Europe. La gravure est réalisée uniquement d'aprés
descriptiongd'apres BM, 2013).

C'est au XVIf™siécle que ce qui ressemble & notre méthode actuelle de classification voit le
jour. On retiendra particulierement l'apport de Carl Von Linné. N&#V en Suéde, ce
médecin est a l'origine de ce qu'on nomme aujourd’hui la classification linnéenne, ou
binominale (donnant deux noms latin, genre puis espéece, a chaque individu), utilisée dans le
monde entier. Son ouvrage majeur, $ystema naturaepublieé en 1735, donne une
distribution précise de tous les représentants connus a I'époque des regnes minéral, végétal et
animal. Il attribue a chacun une classe, un ordre, un genre et une espéece. C'est encore cette
nomenclature normalisée qui a cours aujourd'hui. Malgré les nombreux détracteurs qu'aura
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connus Linné (remettant notamment en cause le langage particulierement technique utilisé, la
place de 'hnomme au sein de sa classification, ainsi qu'une vision de l'ordre qui lui semble

inspirée par Dieu lui-méme), c'est bien la une révolution dans le monde des sciences

naturelles. De nombreux débats ont lieu dans le sillon de cette avancée, et sont

particulierement vifs en France ou les philosophes des Lumieres discutent abondamment la
place de Dieu dans I'établissement d'un ordre naturel. De plus, pour Linnég, cette classification,
ainsi que la forme des espeéces, sont fixées, définitives, loin de la vision faisant aujourd'hui

consensus. Malgré cela, la 10eme éditiorSglatema naturagcomprenant la description de

9000 plantes et animaux) de 1758 est acceptée par la communauté scientifigue comme le
point de départ de toute la nomenclature zoologique, et ce jusqu'a nos jours.

2. Introduction des concepts de transformisme, puis d'évolution

Jusqu'alors, il était admis que les organismes possédaient une forme, immuable au cours des
générations. Mais avec l'avénement des Lumieres vient également une remise en cause
globale de la biologie. Ainsi, une multitude de biologistes, dont Lamarck (1744-1829), vont
profondément refonder cette discipline. La morale du siécle n‘'oppose plus autant de limites a
une modification de la vision théologique du monde vivant. C'est ainsi qu'aP&idasophie
zoologique publiée en 1809, il remet en cause le modéle fixiste, en introduisant le
transformisme, c'est-a-dire la variation des especes. Pourtant, il ne tient pas compte des
variations inter-individuelles au sein d'une espece, les considérant comme négligeables.
(LECOINTRE et LE GUYADER, 2001). Pour que la théorie de I'évolution ait pu voir le jour,

et mettre a bas la notion de transformisme des espéces, il a tout d'abord fallu revenir sur un
certain nombre de grands principes qui sous-tendaient toutes les réflexions sur la biologie,
avec en premier lieu lidée de métamorphose, soit la transformation pure et simple d'un
organisme adulte en un autre, d'une autre espece. Une remise en question trés progressive de
la génération spontanée s'est également amorcée. Il a fallu de nombreuses années pour gu'elle
soit définitivement écartée, en dépit des observations d'Antonie Van Leeuwenhoek (1632-
1723) qui, aprés avoir inventé le microscope, pensa observer ce qu'il nomma « animalcules ».
Selon la théorie de la génération spontanée, les étres se formaient sans passage par ce que l'on
nomme aujourd’hui fécondation, mais uniquement par présence d'étres préformés contenus
dans des particules. En 1694, Nicolas Hartsoeker crut observer un homme miniature dans les
spermatozoides. Il élabora une théorie selon laquelle I'embryon était préformé dans le
spermatozoide, la théorie « animalculiste » (Figure 2).

Figure 2: L'« homoncule », une des particules sources envisagées pour I'nomme, d'aprés les
premieres observations de spermatozoides au microscope. Gravure de Nicolas Hartsoeker, 1694

(d'aprés PHILO, 2011).
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Il a également fallu tordre le cou a une idée antique, celle de I'échelle des éBealala
Naturae qui classait depuis toujours les étres selon leur complexité, selon une gradation
linéaire, 'hnomme étant situé au point le plus haut, et les transitions entre les échelons se
faisant d'une maniére qui serait vue de nos jours comme particulierement fantaisiste. Enfin, la
prise en compte d'une possibilité de temps géologiques beaucoup plus longs que ceux
Supposeés, ainsi que I'étude par Cuvier des fossiles et de leur significations, a permis de faire le
lit des futures théories évolutionnistes (LE GUYADER, 2003).

La notion d'espece en elle-méme semble pourtant toujours délicate a définir. Jusqu'au milieu
du XX°™ siécle, la plupart des biologistes s'en tiennent a la définition donnée par Cuvier :

« L'espece comprend les individus qui descendent les uns des autres ou de parents communs,
et ceux qui se ressemblent autant qu'ils se ressemblent entse @wncée selon différentes
variantes entre 1797 et 1830. Mais avec I'aveénement des théories évolutionnistes a la suite des
travaux de Darwin (1809-1882) notamment, il semblait délicat de ne définir une espéce que
par des ressemblances, sans prendre en compte la variabilité intra-spécifique, inséparable de
la notion méme d'espéce. La classification des especes a alors perdu de sa fixité, pour intégrer
la théorie synthétique de I'évolution. Ce nouveau paradigme tint compte des travaux de
Darwin sur la sélection naturelle, exposés dans son fa@gegie des especaete 1859, mais

aussi de la non-hérédité des caractéres acquis de Weismann (1834-1914), ainsi que de I'envol
de la génétique, grace a la redécouverte des travaux de Gregor Mendel (1822-1884), et plus
particulierement des mutations. La modélisation de la génétique des populations, a partir des
années 1920, joua également un réle important dans la finalisation de la théorie synthétique de
I'évolution. Il s'agissait alors de comprendre les principes sous-tendant la diversité biologique
visible, autrement dit le processus d'apparition d'une espéce a partir d'un individu initial, la
séparation irréversible de deux lignées évolutives. Cette séparation est effective a partir du
moment ou un isolement reproductif est installé, ce qui revient a dire que deux individus
d'espéces différentes ne peuvent se reproduire entre eux. Ce processus est nommé
cladogenese, ou spéciation (LE GUYADER, 2003).

Le premier a représenter les relations phylogéniques de I'ensemble des étres vivants par des
arbres sera, quelques années seulement apres la publication des travaux de Darwin, Ernst
Haeckel (1834-1919). La cladistigue a proprement parler, théorie de la classification
phylogénétique des clades (un clade, dit aussi groupe monophylétique, étant constitué par un
ensemble d'étres vivants et de leur ancétre commun, qui partagent tous un nouveau caractéere),
nommee également taxinomie phylogénétique, a vu ses principes énonces par I'entomologiste
allemand Hennig (1913-1976) a partir des années 1950. Il s'agit d'établir les relations de
parenté sur la base des homologies (états évolués des caractéres), que I'on considere héritées
de l'ancétre par ses descendants (LECOINTRE et LE GUYADER, 2001).
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3. Une révolution technologique : I'outil moléculaire

La théorie synthétique de I'évolution, méme si elle est perpétuellement renouveleée et
améliorée, n'a plus été fondamentalement remise en cause depuis le débudt"dsiece.

Mais de nos jours, et ce depuis pres d'un demi-siecle, ce ne sont plus uniquement les
ressemblances morphologiques qui sont prises en compte pour la phylogénie, mais
principalement les analogies moléculaires. En effet, en 1965, Zuckerland et Pauling sont les
premiers a avoir défini comme nouveaux caracteres comparables entre les especes les
séquences codant les protéines, partant du constat qu'il existe une grande similarité inter-
espéeces des enchainements en acides aminés, et qu'elles ne different entre elles que par
guelques positions (LE GUYADER, 1998). Qu'il s'agisse de méthodes immunologiques,
d'analyses de protéines, d'hybridation ADN-ADN, d'utilisation d'enzymes de restriction, ou de
séquencage nucléotidique, l'outil moléculaire permet une puissance d'analyse et une precision
sans commune mesure avec la description des individus, ou taxonomie. De plus, devant les
nombreuses limites de cette derniere, Paul Hebert a proposé en 2003 la mise en place d'un
outil systématique, la méthode de barcoding (HEBER@I., 2003). L'approche moléculaire
permet en effet d'utiliser les séquences d'’ADN comme des codes-barres pour identifier les
especes. Il s'agit de choisir un marqueur moléculaire d'une taille suffisante pour étre amplifié,
mais ne dépassant pas une trop grande taille (600 a 700 paires de bases), afin de faciliter
l'amplification par PCR et le séquencage. Le marqueur choisi par Paul Hebert, et utilisé
depuis, est le gene mitochondrial de la premiére sous-unité de la cytochrome ¢ d@@@lase,

Ce projet de standardisation, intitulé "Barcode of Life", présente néanmoins quelques limites.
Par exemple, chez les végétaux, le génome mitochondrial évolue plus lentement que le
nucléaire, et chez les champignons, il existe des introns au sein du gene COI

En 2000, on comptait en moyenne 7 000 descriptions par an depuis Linné. En 2012, 1,32
million d'animaux et 270 000 plantes étaient décrits, dont 84% en milieu terrestre. Ce ratio
peut étre considéré comme assez proche du ratio réel, car il existe moins d'obstacles en milieu
marin qui permettraient, par isolation de populations, I'apparition de nouvelles especes. Il est a
noter que 1,5% des especes décrites sont des vertébrés supérieurs, et presque un tiers des
insectes. Pour donner quelques chiffres assez généraux, 5 000 especes de mammiferes, 10 000
d'oiseaux, 8 000 de reptiles non aviens et 7 000 amphibiens ont été décrits. S'ajoutent chaque
année environ 50 espéces de mammiféres pour 100 de reptiles. Cela peut nous amener a dire
gue nous ne serions pas dans l'ére des mammiféres, comme cela pourrait apparaitre au
premier abord, mais toujours dans l'ere des reptiles (WILSON, 2002; DUFF et
LAWSON, 2004 ; MACKAY, 2002). Pourtant, méme si le rythme de description se situe
aujourd’hui autour de 15000 espéces par an (dont 62% d'insectes), selon 8@¥%odes

espéeces seraient encore inconnues (WILSON, 2Q@2piodiversité réelle semble étre de

8 millions d'espécegiinsi, il arrive régulierement, et ce malgré une anthropisation galopante

de I'ensemble des milieux terrestres, qu'il en soit découvert de nouvelles. Citons par exemple
le Saola, un gros ongulé du Laos-Vietnam, découvert en 1992 ; le Pin de Wollemi, araucaria
découvert dans un parc national australien en 1994 ; ou encore le Virola kwatae (espece
d’arbre), découvert en 1997 en Guyane dans une forét domaniale possédant un centre de
recherche. Il arrive méme que I'on découvre de nouveaux écosystemes ! Ainsi en 1977, avec
la découverte de la premiére source hydrothermale, 450 especes de bactéries comprenant des
familles, des types anatomiques mais aussi des adaptations physiologiques nouvelles ont été
découvertes (IFREMER, 2013).
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ll. Etude de la diversité du vivant a I'échelle des espéces, et des
populations

1. Théories sous-jacentes a la reconstruction des phylogénies

De tres nombreuses méthodes existent pour représenter les relations de parenté entre taxons.
De nos jours, sont exploitétes comme support presque exclusivement les séquences
nucléotidiques. En effet, dans une séquence nucléotidigue, chaque nucléotide est considéré
comme un caractére. Si l'on étudie une séquence de 500 paires de bases, entre divers
individus, la comparaison se réalise de maniére bien plus pointue que si I'on comparait une
dizaine de caractéeres observables. Bien sdr, il convient de choisir des génes présentant peu de
variabilité intra-spécifique, et une forte variabilité inter-spécifique, afin de permettre une
comparaison aisée entre organismes d'especes différentes. L'étude de la phylogénie est un
vaste domaine et quelle que soit la méthode utilisée, des hypotheses trés simplificatrices sur
I'évolution biologique des séquences sont nécessaires. Avec les méthodes actuelles, pour
reconstruire une phylogénie de bonne qualité, c'est-a-dire la plus représentative d'une réalité
biologique, la qualité et le nombre des données provoquent plus de variations au sein d'un
arbre qu'un changement de méthode. L'outil informatique permet un traitement de trés
nombreuses données, ainsi qu'une complexification des algorithmes nécessaires a leur
réalisation (LECOINTRE et LE GUYADER, 2001).

Le choix du gene sera particulierement important dans la réalisation d'un arbre
phylogénétique. En effet, par Il'utilisation des séquences nucléotidiques, on part du postulat
que le ou les genes choisis évolueront de la méme maniére que l'organisme qui les porte.
Ainsi, lors du phénomene de spéciation, deux populations d'une méme espece en viennent a
évoluer indépendamment l'une de l'autre, et donnémcime deux especes. Le méme gene,
présent dans les deux espéces, acquerra dans chacune de ces espéces des mutations
différentes. On appellera ces genes «genes orthologues », et ce sont eux qui nous
intéresseront. Néanmoins, il est possible, au sein d'une méme espece, qu'un géene en vienne a
se dupliquer, une ou plusieurs fois. Ainsi, chaque répétition du gene en viendra a évoluer
séparément, et ces genes, nommés « genes paralogues » seront alors un « piége » pour la
réalisation de phylogénies moléculaires (DARLU et TASY, 1993 ; LE GUYADER, 2003).

Il existe cependant quelques limites a l'utilisation de I'outil moléculaire pour la reconstruction
de phylogénies. Tout d'abord, 'emballement premier a l'arrivée de cet outil a été freiné par le
colt important du séquencage, méme s'il tend a diminuer avec I'évolution des techniques. De
plus, des erreurs dues au choix des protéines ou des genes sont possibles. Citons I'exemple de
Graur en 1991 qui a montré que d'aprés l'analyse de quinze protéines, la souris serait plus
proche des primates que du cochon d'Inde, ce qui contredit toutes les autres données
morphologiques, paléontologiques, ou générées par ['étude d'autres protéines
(GRAUR, 1991). Le probleme résultait de l'utilisation d'un nombre trop faible d'especes. En
effet, 'éloignement de certains taxons de leurs groupes frergss’expliquer par uartéfact
d'attraction des longues branchesCe phénomeéne peut nous conduire a définir des relations

de parenté fausses. Il faut donc préter une attention particuliere a ce type d'artéfacts lors de
I'interprétation des reconstructions phylogénétiques (LE GUYADER, 1998).
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2. Applications pratiques

On peut globalement séparer les arbres phylogénétiques en trois types, reposant sur trois
approches différentes : phénétique, cladistique, ou probabiliste.

La plus ancienne, la systématique phénétique, date des années 1960, et fait suite aux travaux
des généticiens des populations ainsi que, principalement, du biologiste Ernst Mayr. Cette
systématique est associée a une école de pensée dite « New Systematics », qui a pour but de
réunir la spéciation, donc l'analyse de la divergence entre les especes a l'aide de l'outil
génétique, et la systématiqgue. La systématique phénétique consiste a mesurer les
ressemblances entre taxons, principalement ceux éloignés les uns des autres, et a les ramener
a des distances (MAYR, 1963).

En parallele a cette doctrine émerge la phylogénie cladistique, pour laguelle on cherche a
placer sur les branches les événements évolutifs ayant eu lieu dans chaque lignée, les états
dérivés de caractéres homologues, en partant du principe que seuls ces caractéres permettent
de prouver la parenté entre deux taxons, tandis que les caracteres plus anciens, communs a des
taxons descendants d'un autre ancétre, n'apportent pas d'information pertinente. Un organisme
et tous ses descendants forment un « groupe monophylétique ». La difficulté consiste a
définir les états dérivés (ou plésiomorphes) par rapport aux états ancestraux (ou apomorphes),
ces derniers étant ceux apparus moins récemment dans [I'histoire, ou au cours du
développement. De plus, le cladogramme choisi sera celui présentant le nombre de
transformations évolutives le plus restreint : on appelle ce dernier critére la parcimonie. Cela
permet entre autres d'éviter les analogies (ressemblances dues uniqguement a des convergences
adaptatives, par exemple les ailes chez les oiseaux et les chauves-souris, nées d'une méme
adaptation au vol) et de conserver les homologies (TILLIER, 2000).

Enfin, l'approche probabiliste consiste a choisir un modele d'évolution, constitué d'un
ensemble de parametrésur lesquels on peut formuler différentes hypothe€m cherche,

au sein d'un modele choisi, a faire tendre les paramétres vers leurs valeurs les plus
vraisemblables. Plus on posséde de données initiales, plus les valeurs estimées pour les
parametres sont probables. On ne pourra pas néanmoins tirer de conclusions quant a la
validité du modéle lui-méme (DARLU et TASY, 1993).

Il existe de tres nombreux algorithmes permettant d'aussi nombreuses réalisations d'arbres.
peut étre pertinent au cours d'une étude d'en tester plusieurs, et de les comparer. Si les
résultats sont proches, cela signifiera que ceux-ci sont probablement exacts. Il est également
intéressant de choisir la méthode en fonction d'une question spécifique, ainsi que d'incorporer
une possibilité de variation dans les taux de mutations / substitutions, afin de ne pas trop

encadrer la réalisation de l'arbre.

Enfin, et ce quelle que soit la méthode choisie, il peut se révéler intéressant d'évaluer
statistiguement l'arbre obtenu : on fait alors appel a la méthode de bootstrap, inventée par
Bradley Efron en 1979. Il s'agit de perturber la matrice de données utilisée pour la création de
I'arbre pour tester la robustesse de chaque nceud, en recréant artificiellement plus d'une
centaine de « pseudo-arbres » et en les comparant a chaque fois a I'arbre initial. La fréquence
a laquelle on retrouve les sous-parties de l'arbre dans I'ensemble de pseudo-arbres est la valeur
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de bootstrap. Une valeur de bootstrap élevée attestera d'un embranchement fiable
(EFRON, 1979).

3. L'apport de la génétigue des populations: principes sous-tendant la
biodiversité

Aprés avoir vu les différentes maniéres de modéliser les relations de phylogénie entre
especes, il peut étre intéressant de se pencher sur le stade antérieur a l'apparition d'une
nouvelle espéece, c'est-a-dire la population. Les mémes outils que ceux vus précédemment
pourront étre utilisés, en considérant cette fois une population, comme unité taxonomique. En
effet, dans cette vision, pour passer d'une génération a une autre, ce sont bien les populations
qui se reproduisent a l'identique, en reproduisant la méme diversité de génotypes, et non les
individus. On considére bien dans ce cas la population comme une unité évolutive. Aucun
descendant n'est totalement identique a ses parents, mais les fréquences alléliques au sein
d'une population sont bien, elles, identiques de génération en génération. Pour Ernst Mayr,
important théoricien de la discipline, la population est un pool génique, donc un ensemble
evolutif, et il se caractérise par sa diversité géenétique a un instant t, et recombine les alléles
entre les individus par la reproduction sexuée. Le terme « génétique des populations » n'est
donc pas uniqguement synonyme de génétique utilisée au niveau de la population comme on en
ferait a n'importe quel autre niveau, mais elle identifie que c'est a ce niveau, précisément, que
se détermine I'évolution des espéces (HENRI et GOUYON, 2008).

De plus, la génétique des populations est dotée d'outils divers, nous renseignant
particulierement sur les flux de genes entre populations. Il est alors possible de connaitre, a
l'aide de tels estimateurs, le taux de différenciation entre deux populations. Il est aussi
possible de connaitre ['évolution démographique d'une population. Les tests dits de
« neutralité sélective », comme le Fs de Fu (FU, 1997) ou le D de Tajima (TAJIMA, 1989),
auront pour but de comparer certaines quantités observables (nombre d'alléles de I'échantillon,
etc.) a celles que l'on devrait observer en l'absence de sélection. Si la différence est
significative, il sera alors possible de s'orienter vers une hypothése de sélection du géne, ou
bien si I'on écarte cette hypothése, vers une modification démographique de la population,
gu'il s'agisse d'une expansion ou d'un goulot d'étranglement (réductiotaile lefficace de

la population).
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lll. Forficula auricularia, organisme modele pour [|'étude de la
Spéciation

1. Présentation générale de I'objet d'étude

Originaire d'Europe, d'Asie de I'est et d'Afrique du nord, bien qu'il ait également été introduit
en Océanie et en Amérique du nord, le perce-oreille eurogémficula auricularia

(Figure 3), est une espece d'insecte dermaptere (dudegre@ (peau) epteron (aile)) sub-

sociale omnivore, consommant de nombreuses plantes et animaux. Il présente une grande
capacité de dispersion. On sait notamment qu'observé pour la premiere fois sur le sol
américain en 1907 a Seatle, il lui a fallu une vingtaine d'années seulement pour coloniser les
états du nord ainsi que le Canada.

Figure 3 : Un individu méle du perce-oreille européen, Forficula auricularia

(source ABCGP, 2013)

Le temps de génération de I'espéce est d'un an. L'insecte passe au cours de son développement
par quatre stades nymphaux, en se colorant progressivement pour passer de blanc presque
translucide a brun foncé a rougeatre sous sa forme adulte. Les ailes sont cachées sous les
élytres, dépassant seulement sur une petite partie de leur surface. Sans poser de probléemes
agronomiques majeurs, il est parfois considéré comme un ravageur des cultures (CAPINERA,
2008). Il présente diverses particularités qui justifient son utilisation comme modeéle
biologique. En effet, la pince du perce-oreille européen, ou forceps, présente un dimorphisme
sexuel, mais aussi une bimodalité de taille chez les méles. De plus, ces insectes présentent,
fait original, un instinct maternel. En effet, le perce-oreille européen possede cette
particularité, particulierement rare parmi les insectes (si I'on exclut les insectes sociaux
comme les fourmis). Les larves élevées par leur mére montrent une plus grande probabilité de
survie que celles qui ne l'ont pas été. Il semble que ce bénéfice soit médié entre autres par
l'apport de nourriture de la mere aux petKOLLIKER 2007). Néanmoins, il semblerait

gu'en cas de restriction alimentaire, une compétition mere-progéniture puisse diminuer
nettement I'espérance de survie du couvain, montrant ainsi les limites de I'effet bénéfique de
I'instinct maternel dans cette espece (MEUNIER et KOLLIKER, 2@A&)peut également
observer que les meres nettoient les oeufs avec leur « bouche », geste qui semble avoir pour
but de les protéger des pathogénes (GINGRAS et TOURNEUR, 2001).
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2. Particularité de I'organe caudal, le forceps

Forficula auricularia présente une caractéristique rare du point de vue de [I'évolution
morphologique : la présence, en plus du dimorphisme sexuel, de deux types de méles, mise en
évidence entre la fin du XfX*®siécle et le début du XX®siécle (TOMKINS et SIMMONS,

1996) (Figure 4). Cette singularité dans le monde animal se serait conservée en tant
gu’'adaptation utilisée dans la compétition sexuelle (TOMKINS, 1999 ; TOMKINS et
BROWN, 2004).

Figure 4 : Comparaison des pinces chez les deux types de méales et les femelles.

échelle : 2 mm

Les pinces, ou forceps, sont différentes chez les males et les femelles, mais aussi entre les males.
On peut voir ici, mises a la méme échelle, les trois types de pinces dans une méme population.

a : forceps de méale macrolabia, b : forceps de méle microlabia, c : femelle. (photographies
personnelles).

Les premiers entomologistes se sont penchés sur le role possible des forceps au cours du
XIV ™M siécle, sans poser de réelle hypothése évolutive, si ce n'est que cet organe était
possiblement une arme, sélectionnée pour la force qu'elle conférait aux forficules. En 1892,
Bateson et Brindley ont évoqué pour la premiere fois le dimorphisme des fordepsicida
auricularia : il existe en effet au sein d'une méme population deux formes de pinces chez les
males, grande ou petite. Par une analyse comparée a celle des cornes du coléoptere
Xylotrupes ils montrérent que deux formes de forceps étaient possibles pour une taille de
corps fixée (BATESON et BRINDLEY, 1892). Des lois mathématiques régissant les
variations morphologiques de ce type d'organes (cornes, forceps) ont été proposées au début
du XX*"®siécle (HUXLEY, 1924). Mais il fut également avancé que les variations portant sur
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les forceps n'étaient probablement pas d’origine géenétigiddONOV, 1925). Cette notion

sest précisée en 1927, avec Huxley, qui montra et formula mathématiquement la corrélation
entre la taille du corps et celle des forceps. De plus, bien que dans presque toutes les classes
de tailles corporelles le dimorphisme au niveau de la longueur des forceps semble évident, il
existe des classes qui ne présentent pas cette bimodalité : dans ce cas, les corps de grande
taille correspondent a de longs forceps, et les corps de petite taille a des forceps court
(HUXLEY, 1927). Enfin, il existe une importante corrélation taille du corps/taille des forceps,

gue le corps soit long ou court. L'hypothése suivante a alors été posée : ce sont les conditions
environnementales qui, influencant la taille corporelle, influencent la taille des forceps. Ces
études empiriques touchaient donc du doigt la notion de plasticité phénotypique

Des années plus tard, en 1991, Eberhard et Gutierrez réfutérent cette hypothése : selon leurs
études, a partir d'un approfondissement purement descriptif (la grande flexibilité du
dimorphisme des forceps), ils s'opposérent a I'hypothése selon laquelle ce dimorphisme
résulterait de contraintes extérieures lors du développement (EBERHARD

et GUTIERREZ, 1991). Les termes “brachylabia/macrolabia” ont alors été introduits pour
désigner les deux modes de morphologie des males perce-oreilles, les méles brachylabia
présentant des forceps plus courts que les macrolabia (TOMKINS et SIMMONS, 1996).
Pendant des années, l'idée a perduré que les forceps seraient uniquement des armes. Mais un
tout nouveau paradigme est apparu a la fin des années 90, a partir de nouvelles hypothéses
inductives et d’observations visant a les conforter : ce serait en fait la sélection sexuelle qui
jouerait un rdle majeur sur la taille des forceps, les plus grands conférant un avantage notable
a leur porteur. Le choix du partenaire par les femelles serait influencé par la taille des forceps
des males (TOMKINS et SIMMONS, 1998). De plus, la taille des forceps des males semblait
hautement conditions-dépendante, les macrolabia apparaissant en nombre plus important
lorsque le régime alimentaire était haut en protéines (TOMKINS, 1999). En ce cas, la
guestion se pose de savoir pourquoi de petits forceps continuent a coexister avec les grands?
Ce sont les travaux de Forslund (FORSLUND, 2000) qui apporteront une cohérence entre les
deux idées précédentes : ils semblent valider la these d'une coévolution conditionnelle. Par
des mesures diéness ou potentiel évolutif, ces travaux montrent que différents régimes de
sélection agissent sur les deux modes (brachylabia et macrolabia). Forslund a alors posé
I'hypothese, grace a la confrontation avec des études précédentes, que le dimorphisme des
males était une stratégie conditionnelle qui avait évolué sous sélection, les deux modes
conférant deux types d'avantages différents. Une étude de 2004 a démontré que le
dimorphisme des males au sein de l'esgemdicula auricularia répondait a unESS En

effet, dans le cas des perce-oreilles, I'évolution a favorisé au sein du sexe male deux stratégies
reproductives paralleles, les individus adoptant la tactique capable de générer le meilleur
résultat en termes de fitness. Les méles macrolabia ont plus facilement acces aux femelles,
tandis que les brachylabia doivent ruser pour y accéder. A l'inverse, il est moins codteux
énergétiqguement de développer de petits forceps. Les auteurs ont montré que le point clé
meédiant le monomorphisme ou le dimorphisme des males était la densité de population
(TOMKINS et BROWN, 2004)

Est ensuite venue une réflexion sur la possibilité d'un lien entre la taille des ornements
sexuels, aussi utilisés comme arme, et I'immunité (RANTAdtAal., 2007). En effet, les
forceps de méales sont utilisés comme arme dans les combats pour I'accés aux femelles, ce qui
montre une influence directe de la taille de cet organe sur la fitness, mais il a aussi été suggeré
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une influence indirecte, par un choix du partenaire par la femelle sur la base de la taille des
forceps. On peut donc supposer qu'il existe un avantage évolutif a posséder des forceps de
grande taille, autre que la puissance lors des combats pour l'accés aux femelles. L’étude testait
'hypothése d’'une corrélation entre la taille des forceps et la fonction immunitaire, ainsi
gu'une difference de cette immunité entre les sexes. Aucune corrélation avec la taille des
forceps n'a alors été trouvée, quel que soit le sexe. Néanmoins, la fonction immunitaire
semblait négativement corrélée avec la longueur du corps.

Enfin, une étude récente (MUNOZ et ZINK, 20B2nontré que dans I'espéce de perce-oreille
marin Anisolabis maritima, les combats entre males de taille importante menaient
majoritairement a la victoire de l'individu le plus gros, alors que lors de combats entre
individus de taille réduite, I'asymétrie des armes constituées par les forceps avantageait son
porteur. Les auteurs conclurent donc en la possibilité de voir dans l'asymétrie un facteur
indirect de supériorité au combat.

3. Dynamique des populations

Lors de diverses études de l'instinct maternel chez les forficules, dans les années 1980, des
élevages ont été mis en place. On s'est alors rendu compte que certains des descendants
n'étaient pas inter-reproductibles : il s'agissait de deux especes jumelles, au sens de Mayr
(appartiennent a la méme espéce deux individus reproductibles et dont la descendance est
fertile). Des analyses génétiques ont par la suite cherché a confirmer cette hypothese. La
caractérisation précise date de 1997 : des analyses génétiques prouvérent ce qui était
présupposé, qu'il existait bien deux especes distinctes Faldicula auricularia,
morphologiquement identiques. L'équipe de Michel Veuille et Thierry Wirth (du laboratoire
EPHE Biologie intégrative des populations, UMR MNHN/CNRS 7205 Origine structure et
évolution de la biodiversité) a caractérisé précisément les deux especes, et donné des
hypothéses sur leur expansion en Amérique du Nord (WIRTa., 1998). En 1999, cette

méme équipe, aprés séquencage d'un géne mitochondrial de la cytochrome oxgiadg Il (

pour six especes d’'insectes dermapteres a remarqué que le taux de bases CG était etonnement
élevé dans le genre Forficula, par rapport aux autres insectes, particulierement St les 3
bases des codons. lls montrerent qu'il y avait eu un changement radical dans la composition
des bases au cours de la spéciation de la famille des Forficulidae (VetRAIE1999). Une

nouvelle idée vit le jour quelque temps plus tard, lorsque Guillet et ses collegues observerent
un fait nouveau : les deux especes pouvaient coexister a une méme altitude. Les deux especes
étaient donc sympatrique§GUILLET et al., 2003).

En expérimentation au laboratoire, il est possible de réaliser des hybrides F1 (premiere
génération) entre les deux espéces, mais avec un trés faible taux de succes reproducteur, et il
est apparemment impossible d'obtenir des F2 (deuxieme génération) (VIR 1998).

La présence probable d'utarriere postzygotique laisse croire que la zone de contact
pyrénéenne est probablement une zone de sympatrie entre deux especes génétiquement
différenciées. Cette étude portait sur neuf lignées d'élevage issues de plusieurs régions
d’Europe. Elle suggérait des différences de distribution spatiale, et peut-étre des différences
d’adaptation a un climat plus ou moins froid. Ces deux espéces n’ont pas encore de nom
linnéen, leur morphologie étant semblable, ce qui n’a pas encore permis de décrire séparément
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les deux especes. Elles cohabitent en Europe, et particulierement en France. L'une, nommée
provisoirement A, est sémelpare (une ponte par an), excepté dans la zone Méditerranéenne ou
elle peut boucler deux pontes, et vit principalement en altitude ou en milieu continental. La
seconde, nommée provisoirement B, est itéropare (deux pontes par an) et vit majoritairement
a basse altitude et dans des habitats océaniques. Un caractére possible d’adaptation de ces
especes au climat pourrait étre I'existence d’une ou deux pontes annuelles, ce qui suggére une
période de reproduction de durée variable pendant le cycle annuel. Le comportement de soins
maternels de ces espéces est une autre singularité notable de I'adaptation de cet organisme au
milieu. En effet, les larves élevées par leur mére dans des portées réduites montrent une plus
grande probabilité de survie que celles qui ne l'ont pas été (KOLLIKER, 2007). Enfin, une
donnée a prendre en compte dans la distribution spatiale des especes européennes est
I'alternance des cycles glaciaires.
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DEUXIEME PARTIE : Travail personnel

l. Introduction

Dans une démarche d'étude d'un phénomeéne de spéciation, nous avons utilisé le modele
biologique constitue par linsecteorficula auricularia (ou perce-oreille), présentant une
scission en deux especes jumelles, isolées génétiguement, reconnaissables par '’ADN (acide
désoxyribonucléique), mais morphologiquement identiques. L'espece A, une portée par an
(deux en Méditerranée), vit majoritairement en altitude ou en milieu continental, alors que
'espece B a deux portées par an, un habitat de basse altitude ou océanique. Nous avons
effectué des analyses conjointes de génétique des populations a l'aide de deux marqueurs
mitochondriaux, et de morphologie par étude de contour. Ces travaux ont été effectués dans le
laboratoire EPHE Biologie intégrative des populations, UMR MNHN/CNRS 7205 Origine
structure et évolution de la biodiversité, sur une période de six mois étalée sur I'année scolaire
2012/2013.

Il. Matériels et méthodes

1. Collection et identification des individus
Pour cette étude, nous avons considéré la dispersibartieula auricularia en Europe selon

un échantillonnage large de 43 populations (15 échantillons d'une vingtaine d'individus
(ANNEXE 2), et 28 échantillons de quelques individus) (Tableau 1).
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Tableau 1 :Correspondance des codes, des nombres d'individus séquencés (N) pour les deux
marqueurs, COIl et COIl, et des localisations, pour notre échantillonnage.

Code Localisation N Code Localisation N
BEH Behorleguy (France) 20 A20  Autoroute A20 Périgorgkrance) 1
BEL Quiévrain (Belgique) 6 ALE Allevard (France) 1
CARD Cardroc (France) 12 ARC Bassin d’Arcachon (France) p
DAN | Hollgse, Sjeelland (Danemark) 12 ARO Arouca (Portugal) 1
FER Mykines (iles Feroe) 17 BAL Bale (Suisse) 1
GLI Hbtel de Glieres (France) 23 BAS Bassaburua (France) 1
GYO Gyor (Hongrie) 4 BRE Brehat (France) 2
IRA Iraty (France) 19 BRI Briare (France) 1
JDP |Jardin des Plantes, Paris (France) |20 BUN Bungsberg, Holstein (Allemagne) 1
MIJ1 Mijanes 1800m (France) 15 CBI Chalets de bise (France) 1
MIJ2 Mijanes 1100m (France) 14 CHI Chiemsee (Allemagne) 1
PEL Pelasgia, Attique (Gréce) 10 GAM Les Gambes (France) 1
PFA Pfastatt (France) 16 GRO Groisy (France) 1
ROM | Thermes de Caracalla (Rome) 14 LAR Lardy (France) 1
SUE2|  Standtorp, Oland (Suede) 17 NAP Capodimonte, Naples (ltalie) 1
TU Istanbul, (Turquie) 16 NOU Nouétre (France) 1
PAV Pavie (France) 1
PLA La Planchette (France) 1
PRA Prague (Rep. Tchéque) 1
RAR Raraue Rastplatz, Aachen (Allemagne) 3
STD St Désirat (France) 1
SUE1 Graborg, Oland (Suéde) 2

En violet, les échantillons de taille importante, en jaune les échantillons utilisés uniquement a des fins
biogéographiques.

Une attention particuliére a été prétée aux régions alpine et pyrénéenne, lieux intéressants qui
semblaient, d'apres les études antérieures (GUILEETl., 2003), combiner la double
frontiére est/ouest et altitudinale entre les deux espéces. L'échantillonnage a été réalisé de
maniere a pouvoir obtenir des individus des deux especes décrites. Le nombre d’individus par
population correspond d’'une part a une volonté de localiser les deux clades, mais aussi de
réaliser des analyses précises de génétique des populations, nécessitant un nombre
suffisamment élevé d'individus par échantillon. Dans la mesure du possible, nous avons
collecté des adultes méles et femelles, mais aussi des juvéniles (non comptabilisés dans
I'étude morphométrique). Les spécimens ont été conserveés individuellement dans une solution
TE/Eth (Tris EDTA 30% / Ethanol 70%) a -20°C.
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2. Protocole morphogéométrique

Pour cette partie de I'étude, nous n'avons travaillé que sur des individus préalablement classés
au sein du clade A, B ou C en fonction des criteres génétiques (séquencage Sanger et
identification des deux principaux clades). Notre échantillonnage compidtaindividus

répartis entre 12 populations (6 de A, 5 de B et 1 de C) d'une dizaine d'individus chacune.
Cette répartition avait pour but de nous permettre d'étudier la différence morphologique entre
especes jumelles, sans se focaliser sur la différence entre localités.

Chague individu a été photographié selon deux vues dorsales, (individu total et forceps) a
I'aide d'un microscope binoculaire (LEICA Microsystems CMS GmbH) puis analysé grace a

la Leica Application Suite (LEICA MICROSYSTEMS, 2003-2009). Une étude indépendante

de trois structures (forceps gauche, pronotum, dépassement de l'aile postérieure gauche de
I'élytre correspondante), par la méthode des « sliding landmarks » a été realisée (Figure 5), a
l'aide des logiciels tpsDig, tpsUtility et tpsRelw (ROHLF, 2013). Cette méthode correspondait

a la mise en place de points anatomiques (« landmarks »), et de point glissants (« sliding
landmarks ») sur les structures de tous les insectes.

Figure 5 : Localisation des structures étudiées en morphogéométrie, sur un individu male.

Structures anatomigues entourées de rouge, dans l'ordre cranio-caudal : le pronotum, le dépassement
de l'aile gauche de I'élytre, le forceps gauche. Chaque structure est étudiée séparément, et son contour
est tracé par des points glissants. Les croix rouges représentent les localisations des points
anatomiques, qui permettent l'ancrage des points glissants (de 76 a 136 points par structure).
(Photographie personnelle).

L'utilisation desliding landmarkspermet de décrire des zones d'intérét biologique qui ne
possédent pas de points de repére anatomique. Cela permet d'étudier les écarts a I'homologie
géometrique entre tous les objets. En effet, une méme structure peut avoir chez deux individus
une forme comparable sans que l'on puisse localiser des points coincidant sur les deux
individus aisément positionnables. Une mise a la méme échelle des relevés de formes obtenus,
appelée superposition Procruste, permet de comparer les structures des individus.
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Les opérations de ces superpositions consistent a réaliser une mise a I'échelle des structures,
leurs translations, leurs inversions éventuelles et leurs rotations. Dans un cadre de
discrimination, la méthode de minimisation des moindres carrés apparaissait la plus adaptée :
la distance entre chaqsemi-landmarkst le semi-landmarkgorrespondant du consensus a

été minimisée. Pour chacun des trente points de mesure d'un individu donné sur une structure
donnée, la mesure associée correspond a I'écart avec le point moyen sur le clade considéré
(PEREZ et al., 2006). Il nous est parfois apparu une asymétrie des structures étudiées. C'est la
raison pour laquelle nous avons mesuré uniqguement l'aile gauche et la moitié gauche de la
pince, notre étude ne portant pas sur les asymétries.

Apres superposition Procruste des structures, nous avons effectué des analyses statistiques
afin de déterminer si les clades étudiés pouvaient étre discriminés par les données
morphogéomeétriques. La forme globale de la structure est composée de la taille d'une part et
de la conformation d'autre part. La taille est calculée sous la forme d'une mesure par individu
et par structure, grace au logiciel TPS, et la conformation est représentée par les valeurs
numériques des points (trente a quarante) définissant la structure. Trois analyses ont été
effectuées pour chaque structure, sous R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013) :

— Une analyse en composantes principadgSH), surl’ensemble des individus dans
I’espace a n dimensions correspondant aux n valeurs de mesures de morphométrie
effectuée sur chaque individu (n différent selon la structure étudiée). Nous avons
observé la répartition de nos individus sur les deux axes principaux, sans a priori
de groupe, pour visualiser et quantifier la variabilité en résumant les données en un
nombre limité de facteurs principaux ;

— Un calcul deMANOVA (ANOVA multivariée), sur les données morphométriques
des clades considérés deux a deux, afin de tester I'hypothése d’homogénéité de
leurs configurations morphologiques (cela équivaut au test du T2 de Hotelling,
généralisation du test du t de Student a un cas multivarié) ;

— Un test du t de Student sur le centroide (une sealéair numeérique pour chaque
individu, calculée par le logiciel TPS a partir des n mesures qui lui
correspondaient), pour tester I'hypothese d’égalité ou non de la taille de la
structure étudiée selon les clades considérés deux a deux.
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3. Tests préalables

Afin de ne pas biaiser les résultats par une variabilité trop importante dans la prise de
photographies, nous avons pris grand soin de fixer tous les individus de la méme facon, a
l'aide d'une aiguille plantée dans I'abdomen et d'une autre maintenant la partie craniale de
l'individu le plus a I'horizontale possible. De plus, en coopération avec un stagiaire encadré
pendant deux semaines (Thomas Curchod, étudiant en seconde année de I'ENVA), nous avons
pu tester l'influence de I'expérimentateur au niveau de la prise de photographies et de la prise
de mesure, sur un protocole simplifié (mesure de deux longueurs) et un échantillon réduit (4
populations de 20 individus chacune). Comme ce test devait étre réalisé dans un laps de temps
assez court, nous avons voulu étudier la variabilité sur la structure qui nous semblait la plus
délicate a positionner, le pronotum, dont les mesures sont potentiellement affectées par des
problémes de parallaxe (Figure 6).

Figure 6 : Positionnement des longueurs étudiées, sur le pronotum, pour le test simplifié.

(Photographie et montage de Thomas Curchod).

Les résultats de cette pré-analyse nous ont montré une variabilité significative lors de la prise
de mesure sur une photographie par différents expérimentateurs, excluant la possibilité de
rajouter des analyses a une étude antérieure sans reprendre entierement les mesures.
Cependant, aucune variabilité significative au seuil de 5% lors de la prise de mesure par un
expérimentateur sur des photographies réalisées par différentes personnes n'a pu étre détectée.
Cette derniere observation validait en premiére approximation le fait qu'il soit possible de
réaliser des mesures sur des photographies prises au cours d'études antérieures, ce qui était le
cas pour ce stage. A partir de ces observations, l'effet « expérimentateur ayant pris la
photographie » a été pris en compte lors de l'analyse des résultats comme un biais possible,
méme minime.

De plus, un test de la méthode d'analyse en composantes principales sur des sliding landmarks
positionnés sur les forceps a été réalisé préalablement a toute mesure, validant la méthode de
ségrégation par l'observation d'une plus forte variabilité inter-individus qu'intra-individu
(réalisé sur 10 individus photographiés 10 fois et mesurés 10 fois chacun).
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4. Extraction d’ADN, amplification et séquencage de deux genes
mitochondriaux

4.1 Extraction d'ADN

L’extraction d’ADN total a été réalisée a l'aide du kit QIAGEN® Blood & Cell Culture DNA

Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, Francelette extraction comprenait plusieurs étapes. Il
s'agissait tout d'abord de disséquer l'individu pour ne conserver que le thorax, et ce afin
d’optimiser I'extraction (les autres parties du corps contenant de la chitine a trop forte dose et
des graisses), puis de lyser les cellules a l'aide de la protéinase K, laissée au contact du thorax
pendant une nuit a 56°C. Ensuite, de fixer 'ADN sur la membrane d'une colonne. Le jour
suivant, ’ADN était précipité par utilisation successive de deux tampons de nettoyage suivie
d’une re-suspension dans un tampon d’élution.

La quantification globale de 'ADN extrait a été effectuée par spectrophotométrie. Le ratio de
l'absorbance (A) a deux longueurs d'ondes : A260nm/A280nm, permettait une estimation de
la pureté de I’ADN. Si ce ratio était inférieur a 1,7, on pouvait considérer I’échantillon comme
contaminé par des protéines. Au-dela de 2, de I'ARN contaminait I'échantillon. Entre ces
deux valeurs, 'ADN a été considéré comme pur.

Les deux génes considérés étaient tous deux mitochondriaux. Nous les désignerons dans la
suite de ce rapport comn@OI et COIll, bien qu'il s’agisse plus précisément d’'un fragment de
657 paires de bases chevauchant le géne de la cytochrome oxydase I, et d’un fragment de 493
paires de bases chevauchant les génes de la cytochrome oxydase |, du tRNA Leu et de la
cytochrome oxidase Il. Ces fragments ne se chevauchaient pas au niveau de la région COI

4.2 Amplification par PCR de la région 5' de COI

La polymérisation en chaine (PCR), effectuée selon un protocole détaillé (Tableau 2), nous a
permis par une série de cycles d'amplifier nos fragments d’ADN. Un cycle correspond a une

dénaturation de I'ADN a haute température (94°C) afin de briser les liaisons hydrogenes entre
les bases, puis une phase d'hybridation pendant laquelle les amorces se fixent aux deux
extrémités du fragment d'intérét, et enfin une phase d'élongation a 72°C pendant laquelle les
brins complémentaires vont étre synthétisés grace a la Taq polymérase DreamTaq (Thermo
Electron S.A.S., Courtaboeuf, France) a la suite des amorces (Figure 7).

Tableau 2 : Protocole de PCR utilisé pour nos deux génes d'intérét.

Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4
Nombre de cycles 1 5 30 1
Temps 5min 30sec 1min 1min 30s 1min 1min 5min
Température (°C 94 94 49 72 94 51 72 72
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Figure 7 : Amorces utilisées pour amplifier nos deux génes d'intérét.
(Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Allemagne).

CO1H: S TAAACTTCAGGGT GACCAAAAAATCA-3’
CO1L: 5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3', pour la région COJ

CO2forf4-F : S TGGTTGEGATTCTTTTATTGS3';
CO2forf5-R : 5’-TCATCTAAAAGGTACAACAA-3’ pour la région COII

5. Analyse des séquences et construction d'arbres phylogénétiques

Le séquencage a été realisé au Génoscope (Evry, Fiamaoe)e géeneCOIll, et par la
compagnie Eurofins MWG Operdibersberg, Allemagng)our le geneCOIl. Les logiciels
BioNumerics version 7.1 (APPLIED MATHS NV, 201#&} MEGA version 5 (TAMURAet

al., 2011) ontété utilisés pour le nettoyage, la vérification et l'alignement des séquences a
partir des chromatogrammes.

La construction d’'arbres phylogénétiques a été effectuée a l'aide du logiciel MEGA. Il existe
divers types d'arbres phylogénétiques pour la représentation des relations de parenté. Nous
avons utilisé pour cette étude la méthode Nk#ghbor Joining (NJ), pour laquelle les
séquences sont comparées et réunies par paires de maniere a minimiser la longueur totale de
l'arbre. Plus deux séquences homologues sont différentes, plus la distance évolutive qui les
sépare est grande, et donc plus les séquences ont divergeé il y a longtemps. A l'inverse, plus
deux séquences homologues sont proches, plus la distance évolutive qui les sépare est faible
(SAITOU et NEI, 1987). De plus, la méthode Beotstrap permet, en perturbant la matrice

de données, de tester la robustesse des noeuds et donc la validité statistiques des clades.

Le logiciel jModelTest (POSADA, 2008) a été utilisé pour choisir le modéle d'évolution le
plus vraisemblable en fonction du jeu de données. Le modéle sélectionné était le TPM2mf+G
sous les trois modéles d’évaluation (criteres d'information d'Akaike et Bayésien (AIC and
BIC), ainsi qu'une méthode de théorie de décision).

Nous avons enfin utilisé le serveur BLASBakic Local Alignement Search Tpselr le site

de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), qui compare une séquence a celles de la base de
données. Cette méthode nous a permis d'obtenir le pourcentage de similarité sur la longueur
de la comparaison, entre nos échantillons et ceux de la base, la probabilité que cette similarité
soit due au hasard, ainsi que le pourcentage de recouvrement des deux séquences. Nous avons
donc pu vérifier que nos individus étaient bien Bedicula auricularia, mais aussi comparer

nos séquences avec celles d'individus éloignés géographiquement, séquencés dans d'autres
études.

Enfin, la datation du plus récent ancétre commun (TMRCA) a été réalisée via les logiciels
BEAUty, BEAST et TRACER (DRUMMONDet al., 2012). Ces logiciels limitant la
possibilité du modele d'évolution, nous avons utilisé le modele HKY + I + G (modele
d'Hasegawa, Kishino et Yano, sites invariants, distribution gamma) (HASEGAWAA.,

1985). Lorsqu'un taux de mutation était nécessaire dans le cadre des estimations de TMRCA
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et de taille de populations, nous avons utilisé celui du G&lales insectes, sqit= 3.54.10°
(PAPADOPOULOU et al., 2010).

Afin de visualiser I'histoire démographique de notre échantillon, nous avons utilisé les
skylines Ces graphiques, réalisés tout comme le TMRCA par les logiciels BEAUty, BEAST

et TRACER (DRUMMOND et al., 2012), sont basés sur [l'utilisation desbabilités
bayésiennes lls permettent de déterminer les fluctuations ddéalke effective des deux

clades en fonction du temps. Il est possible de tester différents modéles démographiques,
ainsi que de fixer ou non ut®rloge moléculairg et de retenir au final les résultats les plus
vraisemblables.

Les divers indices de diversité et de structuration des populations ont été calculés a l'aide du
logiciel DnaSP (LIBRADO et ROZAS, 2009). Les populations ont été isolées et comparées
deux a deux pour plusieurs tests, de divergence nucléotidique entre les populations, de flux de
genes et de différenciation génétique. Les tests de neutralité, D de Tajima et Fs de Fu, ont été
calculés pour les populations présentant un polymorphisme nucléotidique. Pour chaque
population de taille importante (plus de dix individus), nous avons évalué les parameétres
suivants : le nombre lthplotypes (h), I'estimation de la diversité haplotypique (Hd), le
nombre de singletons, le nombre de sites polymorphes (S), l'indice de diversité nucléotidique
(IT) correspondant au nombre moyen de substitution$aticiques par site entre deux
séquences, le nombre moyen de différences nucléotidiques (k).

Le flux génétique entre les populations, c'est-a-dire la mesure des échanges de génes possibles
entre des populations géographiquement différentes, a été mesuré a |asiepdn DnaSP,

avec un algorithme basé sur les nucléotides (HUD8ON., 1992a). De plus, une correction

de Bonferroni (correction du seuil de significativité en cas de comparaisons multiples qui
compense le fait qu'un test parmi les tests multiples peut apparaitre significatif par simple fait
du hasard) a été appliquée aux valeurs de significativité du Fst.

Enfin, les graphiques ont été mis au point a l'aide de The Gimp© (KIMBALL, 2013) et
Inkscape© (FREE SOFTWARE FOUNDATION, 2013).
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1. Résultats

1. Résultats préliminaires

Une partie de nos séquences ainsi que des photographies utilisées proviennent d’'une étude
antérieure (Master d’Aurore Maillard (2012), effectué sous la direction de Michel Veuille et
Thierry Wirth). Cette étude, restreinte a 8 populations, a un ge@é,(a montré pour les

deux especes mises en évidence en 1998 que I'une (A) était beaucoup plus polymorphe que
lautre (B). Ce polymorphisme impliquait un TMRCA (dge de l'ancétre commun le plus
récent) supérieur pour I'espece A que pour l'espéce B. De plus, la variabilité des forceps,
montrée par des mesures de longueurs de différentes parties du corps de lindividu, restait
considérable chez les males, et semblait se comporter de la méme facon dans les deux
espéeces.

2. Localisation des deux especes en Europe
Contrairement a notre hypothése de départ, les résultats obtenus n'ont pas montré de
répartition est-ouest tranchée des deux especes, avec les Alpes comme frontiere. L'espéce A

semblait cependant étre plus fréquente en Europe orientale, le clade B n'ayant pas été retrouvé
a l'est de Prague (Figure 8).
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Figure 8 : Répartition des deux especes parmi les populations échantillonnées.
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3. Phylogénie

Un arbre erNeighbor Joining a été réalisé d'apres I'ensemble de nos séquences concaténées
pour les deux genes d'intérét (Figure 9). Les échantillons de Gréce et de Turquie,
contrairement aux autres, étaient particulierement bien regroupés.

Figure 9 : Neighbor Joining de notre échantillon réalisé apreés 500 bootstraps.

Behorlaguy (19) Mianes 1800 (5) Rema (8]
Sudds (1)

Glitres (3]

lles Feroa (T

Glitres (4) Suddes (5)
Fer (10} Suads (8)
Mijanas 1800m (8]
Groisy (1)

Subde (3)

Hergrie (1)

Mianes 1800m (1}

6B

Bragtan (1)
Pragtitl (1)
Hengrie (1)

et
g Frasiati {7)

Hongrie {1)
A Bl (1)
73,8%| Chalal de Bisa (1)

PN

(1

Les Gambes (1) Plastatt {5)

Cligres (1)

Gilitres (18) La Planchetie (2) Lardy {1) Pavie (1)
La Panchett (1) Suedo (4)

Mijanes 1800 (3] Roeme {1)

Naplas 1)

Grées (1)

Hongrie (1) Rome (2)

Eghorleguy (11 Reme (3)

Grece (5)

100

Turquie {1)

Girdece (1}

Turguie {3)
Grica (1)

G (1)
— Grace (1)

— Torguee (1)

=

Turguie {11}
Tours (1]
Portugal (1)
- Danamark {1}

AZ0) (1) Belgigle (1) Brahat () Bunsberg (1)
Cardroe (9) Danamark (%) Jardin des plamtes (4]
UK {1) Prague {1) Ramue Plaiz {1)
Danamark {4]

Rarasue Platz (1)

Jardin des plantet (1)

01

el

Danemark (1}

% Danemark (1) Jantin des plantss [2)
Belgiqus (1| Jardin des plantes [5)

Cargroc (3]

Arcachon (1) Batgigue (4) Iraty (199 dardin des
plantes {7) Mijanes 1100m {13} 31 Désirat 1)

La branche en bleu ségrége I'espece A, la rouge I'espéce B, et la verte, une nouvelle subdivision. Les
noms donnés sont ceux des localités de préléevement des échantillons, les nombres entre parentheses
représentent le nombre d'individus du méme haplotype, les pourcentages représentent les valeurs de
bootstrap. Pour une plus grande commodité de lecture, les triangles représentent les regroupements
de plusieurs individus. La barre d'échelle représente 0,005 substitution par site.
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Nous avons observé une trés nette ségrégation des deux clades, avec une distance génétique
bien supérieure entre les especes jumelles qu'au sein de chacune d'elles. De plus, les
échantillons de Grece et de Turquie semblaient particulierement différents du reste des
échantillons du clade A, et formaient un sous-clade monophylétique, que nous avons appelé
clade C. L'hybridation entre individus du clade A et du clade C n'ayant pas été réalisée, il
nous est impossible de désigner ce dernier clade comme une espéce au sens de Mayr
(MAYR, 1942). Il est néanmoins possible de constater la proximité génétique importante
entre des individus géographiqguement éloignés (par exemple, des individus belges et
pyrénéens). Ces résultats montraient également que le clade A était génétiquement beaucoup
plus variable que le clade B.

De plus, en se basant sur une estimation de la diversité entre les populations (c'est-a-dire, en
regroupant a un méme neoeud tous les individus prélevés a une méme localité), nous avons
obtenu un arbre simplifié populationnel, qu'il nous a été plus aisé d'interpréter (Figure 10).
Nous avons mis en évidence le « clade C », nouveau, constitué d'individus grecs et turcs. Il a
été possible de mettre globalement en évidence trois groupes phylogéographiques distincts :
- CladeA:
— Arc Alpin-Europe centrale (montagnard)
— Péninsule italienne
— Pyrénées-Scandinavie (montagnard-nordigue)
— Clade B : Bordure maritime occidentale de I'Europe
— Clade C : Péninsule des Balkans
Il est & noter qu'aucun échantillon populationnel (ensemble d'individus collectés au méme

endroit) n'a été trouvé hétérogene : a I'échelle micro-spatiale, les populations étaient donc non
sympatriques
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Figure 10 : Arbre populationnel de nos échantillons en Neighbor Joining.
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En bleu le clade A, en rouge le B, en vert le nouveau clade mis en évidence, que nous avons hommeé
clade C. La distance entre les populations est donnée en termes de p-distance, ou pourcentage de sites
nucléotidiques- auxquels deux séquences comparées different. La barre de légende correspond a
0,005% de substitution par site nucléotidique.

4. Diversité et structuration des populations

Les divers indices calculés entre nos populations dont les effectifs étaient de taille élevée
(supérieure a dix individus) nous ont montré une diversité globalement moindre pour I'espéce
B comparée a I'espéce A (Tableau 3). En effet, nous avons constaté une plus grande diversité
haplotypique chez l'espece A. Cette diversité se retrouvait également a I'échelle des
nucléotides et était particulierement frappante lorsque I'on comparait le nhombre de sites
polymorphes entre A et B (valeurs allant de 3 a 25 pour la premiére et de 0 a 6 pour la
seconde). Le clade C, pour sa part, présentait des valeurs intermédiaires, sensiblement plus
proches de celles du clade A que du clade B.
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Tableau 3 : Comparaison des indices de diversités calculés avec DnaSP sur nos échantillons
de grand effectif.

Taille de Nombre Diversité Nombre de Nombre de Diversité Nombre moyen

Population Clade I'échantillon d'haplotipes haplotipique singletons sites nucléotidiqgue de différences

h Hd g polymorphes S n nucléotidiques k
BEH A 20 4 0,363 18 19 0,00173 1,989
FER A 17 2 0,515 0 3 0,00135 1,544
GL A 23 4 0,502 1 17 0,00541 6,206
GYO A 4 4 1,000 21 24 0,01090 12,500
MiJ1 A 15 7 0,838 4 24 0,00691 7,924
PFA A 16 7 0,825 9 15 0,00290 3,333
ROM A 14 5 0,813 7 26 0,00866 9,934
SUE2 A 17 7 0,868 4 19 0,00574 6,588

En bleu le clade A, en rouge le B, en vert le C.

Le D de Tajima ne montrait aucune valeur significative au seuil de significativité de 5%,
excepté pour la population de Behorleguy, dans les Pyrénées, et pour celle des iles Feroe.
Dans le premier cas, la valeur était de -2,377, et dans le second de 2,09. Ces deux valeurs
nous orientaient grossierement vers une expansion de la population de Behorleguy, et une
contraction de la population des iles Feroe. Les Fs de Fu n'étaient pas significativement
différents.

Tous ces indices convergeaient pour nous faire aboutir a la conclusion que le clade B
présentait une structuration génétique plus faible que le A, et semblait donc beaucoup plus
récent.

5. Flux de genes entre populations

Les valeurs dé-st, calculées par DnaSP, sont présentées dans le tableau 4. Le cadre orange
montre des valeurs tres proches de 1, appuyant une grande différenciation génétique, ce qui
correspondait a toutes les comparaisons entre les deux clades. Il s'agissait de valeurs toutes
supérieures a 0,91802, signalant une différenciation génétique particulierement importante
entre les populations du clade B et celles du clade A. Les valeurs de Fst entre la Grece et la
Turquie d'une part et les autres populations du clade A d'autre part (moindre que celle entre
Gréce et Turquie et celles du clade B néanmoins), dans le cadre jaune, signes de distance
génétique relativement grande, nous ont confirmé la ségrégation de la Gréce et de la Turquie
dans ce que nous avons nommé “clade C”. Enfin, les autres valeurs intra-clade étaient plus
faibles, montrant une continuité du flux génétique entre ces populations.

38



Tableau 4 : Valeurs de Fst calculées avec DnaSP.

GU PFA GO ML SUE2 ROM BEH FER  TU  PEL [BELNIIRATIIIDRINE N CARD DANT
GLI

PFA  0.15618

GYO  0.02553 0.08873

MU1 041941 061602 0.22735

SUE2 043945 0.64094 0.25829 0.09918

ROM | 0.40863 058071 0.17565 0.07813 0.16334

BEH 0.65953 0.82669 046136 0.15799 0.29487 0.22141

FER  0.68344 0.84480 0.49256 0.26661 0.21344 0.36351 0.49350

0.83678 0.89860 0.68926 0.80279 0.82548 0.75295 0.92840 0.93758
0.73646 080108 0.57386 0.70193 0.72293 0.64182 0.83334 0.84338 | 0.20325

0.13333

0.05639 0.32855

0.10370 0.00000 0.30237

0.29455 059504 0.15253 055203

027345 061616 0.12915 056258 0.12121

En bleu le clade A, en rouge le B, en vert le C. Le cadre jaune représente les valeurs de Fst entre la
clade A et le clade C, le cadre orange représente les valeurs de Fst entre le clade A et le clade B.

L'analyse des figures d&yines(Figure 11) obtenues a l'aide de BEAST, sur un run de 100
millions de pas, a montré deux figures d'expansion pour les deux especes, celle de I'espéce A
étant plus ancienne (25 000 ans) que celle de I'espéce B (10 000 ans). Le nombre faible
d'individus du clade C ne nous a pas permis de le faire entrer dans cette comparaison.

Figure 11 : Comparaison des « skylines » entre les deux espéces jumelles A et B.
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La ligne noire représente la médiane du nombre d'individus de l'espéceff¢etif efficace en
fonction du temps (le passé étant situé a droite). Le temps de génération considéré est de un par an.
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L'expansion de l'espéce B semblait bien plus marquée que celle de l'espece A, avec un
passage en 10 000 ans d'une taille de population de 30 000 a 280 000 individus, soit un taux
de croissance de 25 individus par an en moyenne. L'espece A en revanche, passant de 300 000
a 800 000 individus en 25 000 ans, avait un taux de croissance de 20 individus par an en
moyenne. On peut alors globalement conclure que le clade A a vu une augmentation de son
effectif efficaceavec le temps, commencée avec le dernier maximum glaciaire (il y a environ

20 000 ans), et que le clade B a pour sa part vu son effectif efficace augmenter plus tard, aprés
la fonte de l'inlandsis du nord de I'Europe (commencée en — 11.000, optimum climatique en —
6.000). Ces corrélations entre des périodes trouvees et des événements datés nous ont orienté
vers la confirmation de I'hypothése d'horloge biologique que nous avions indiquée.

6. Morphogéométrie
6.1. Le dépassement de l'aile gauche

La premiére structure comparée entre nos deux especes était le dépassement de l'aile gauche
sous l'élytreNous avons tout d’abord effectué une analyse en osamgtes principales (ACP)

de I'ensemble des individus dans I'espace a 76 dimensions correspondant aux 76 valeurs de
mesures de morphométrie effectuée sur chaque individu. Nous avons observé la répartition de
nos individus sur les deux axes principaux, expliquant respectivement 56% et 21% de la
variance (Figure 12).

Figure 12 : ACP du dépassement|de l'aile gau}che sur les deux premiers axes réalisée apres
superposition Procruste.
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En bleu sont représentés les individus de l'espece A, en rouge ceux de l'espece B, en vert ceux de la
clade C. Les deux axes principaux expliquent respectivement 56% et 21% de la variance observée.
Chaque point représente la projection dans le plangipal d’'un individu caractérisé par ses 76
mesures morphométriques.
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Les deux axes principaux expliquant ainsi un grande part de la variance (77%), cette méthode
de statistique descriptive sans a priordntrait une différenciation entre les clades :

- pour les clades A et B, nous avons noté un chevauchement des deux nuages de
points, mais aussi de nhombreux individus non chevauchant ;

- le clade C apparaissait dans le plan comme sensiblement inclus dans le clade A, (ce
qui corroborait l'analyse génétique, (voir deuxieme partie, paragraphe lll. 4), mais les
individus étaient répartis differemment de ceux du clade A (le périmétre de I'ensemble des
points du clade C était plus restreint que celui des points du clade A).

Nous avons également effectué une MANOVA sur les données morphométriques des clades
considérés deux a deux, afin de tester I'hnypothese d’homogénéité de leurs configurations
morphologiques (cela équivaut au test du T2 de Hotelling, généralisation du test du t de
Student a un cas multivarié) :

- les morphologies des clades A et B pouvaient étre considérées comme différentes
avec un risque d’erreur de 4,2% ;

- les morphologies des clades A et C pouvaient étre considérées comme différentes
avec un risque d’erreur de 6,1% ;

- pour les clades B et C, la comparaison n’était pas possible en raison du trop faible
nombre d’individus total au regard du nombre de variables.

Nous avons enfin testé I'hypothése d’égalité ou non de la taille du dépassement de I'aile selon
les clades considérés deux a deux. Pour cela, nous avons effectué le test du t de Student sur le
centroide (une seule valeur numérique pour chaque individu, calculée par le logiciel TPS a
partir des 76 mesures qui lui correspondaient) :

- les tailles du dépassement pour les clades A et B pouvaient étre considérées comme
différentes avec un risque d’erreur de 9,110

- les tailles du dépassement pour les clades A et C pouvaient étre considérées comme
différentes avec un risque d’erreur de 3,7910

- les tailles du dépassement pour les clades B et C pouvaient étre considérées comme
différentes avec un risque d’erreur de 2,11%0

Nous avons donc pu affirmer avec un risque d’erreur négligeable que la taille du dépassement

était différente selon le clade : elle est plus élevée dans le clade A que dans le clade B, et plus
élevée encore dans le clade C (Figure 13).
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Fig.13 : Boites a moustaches pour la taille des ailes, comparatives entre les clades.
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Ce graphique de type « boite & moustache » représente pour les trois clades la taille des ailes
(échelle : logarithme népérien de la taille exprimée en mm). Pour chaque clade, le trait épais central
est la médiane, les bords du rectangle figurent respectivement le premier et le troisieme quartile, les
segments aux extrémités représentent les valeurs extrémes.

Nous avons conclu de 'ACP, des MANOVA et des tests de Student que le dépassement de
I'aile était spécifique a chaque clade.
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6.2. Le pronotum

La seconde structure comparée entre nos deux especes était le pronotum. Apres réalisation
d'une analyse en composantes principidel’ensemble des individus dans I'espace a 96
dimensions correspondant aux 96 mesures de morphomeétrie effectuées sur chaque individu,
nous avons observé leur répartition sur les deux axes principaux, expliquant respectivement
62% et 16% de la variance (Figure 14).

Figure 14 : ACP du pronotum sur les deux premiers axes réalisée aprés superposition
Procruste.
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En bleu sont représentés les individus de I'espéce A, en rouge ceux de l'espece B, en vert ceux de
I'espéce C. Les deux axes principaux expliquent respectivement 62% et 16% de la variance observée.
Chaque point représente la projection dans le plangipal d’'un individu caractérisé par ses 96
mesures morphométriques.

Les deux axes principaux expliquant ainsi un grgpatede la variance (78%), cette méthode
de statistique descriptive sans priori montrait comme une différence entre les
clades, analogue a celle gu’avait montrée I’ACP pour le dépassement de l'aile :

- pour les clades A et B, on notait un chevauchement des deux nuages de points, mais
aussi de nombreux individus non chevauchant ;

- le clade C apparaissait dans le plan comme sensiblement inclus dans le clade A, (ce
qui corroborait l'analyse génétique (voir deuxieme partie, paragraphe lll. 4), mais les
individus étaient répartis differemment de ceux du clade A (le périmétre de I'ensemble des
points du clade C était plus restreint que celui des points du clade A).

43



Comme précédemment, nous avons également effectué une MANOVA sur les données
morphométriques des clades considérés deux a deux, afin de tester ’hypothése d’homogénéité
de leurs configurations morphologiques :

- les morphologies des clades A et B peuvent étre considérées comme différentes avec
un risque d’erreur de 3,4% ;

- les morphologies des clades A et C ne peuvent étre considérées comme différentes
avec un faible risque d’erreur ;

- pour les clades B et C, la comparaison n’est pas possible en raison du trop faible
nombre d’individus au regard du nombre de variables.

Nous avons enfin testé I'hnypothése d’égalité ou non de la taille du pronotum selon les clades
considérés deux a deux ; pour cela, nous avons effectué le test du t de Student sur le centroide
(une seule valeur numérique pour chaque individu, calculée par le logiciel TPS a partir des 96
mesures qui lui correspondent) :

- les tailles du pronotum pour les clades A et B peuvent étre considérées comme
différentes avec un risque d’erreur de 0,3% ;

- les tailles du pronotum pour les clades A et C peuvent étre considérées comme
différentes avec un risque d’erreur de 7,8% ;

- les tailles du pronotum pour les clades B et C peuvent étre considérées comme
différentes avec un risque d’erreur de 0,2% .

Comme pour la taille des ailes, celle du pronotum est plus élevée dans le clade A que dans le
clade B, et plus élevée encore dans le clade C. Méme si le risque derreur relatif a la

comparaison entre les clades A et C (7,8%) n’est pas aussi faible que celui relatif aux deux

autres comparaisons (de 0,2% a 0,3%), la différentiation aurait peut-étre été plus significative

avec un échantillon plus grand du clade C (Figure 15).
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Fig.15 : Boites a moustaches pour le pronotum, comparatives entre les clades.
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Ce graphique de type « boite & moustache » représente pour les trois clades la taille des pronotums
(échelle : logarithme népérien de la taille exprimée en mm). Pour chaque clade, le trait épais central
est la médiane, les bords du rectangle figurent respectivement le premier et le troisieme quartile, les
segments aux extrémités représentent les valeurs extrémes.

Bien que les différences entre les trois clades semblent un peu moins marquées que pour le

dépassement de l'aile, on peut conclure de 'ACP, des MANOVA et des tests de Student que
le pronotum est spécifique a chaque clade.
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6.3. Les forceps

La derniére structure comparée entre nos deux espHaé le forceps gauche des males.
L'analyse de cette structure, plus complexe en termes d'évolution que les deux autres, était a
réaliser prudemment.

Sur la figure d'ACP (Figure 16), nous avons observé distinctement, au sein de chaque clade, la
bimodalité bien connue, figurée par deux zones regroupant des individus proches dans chacun
des clades. Pourtant, le recoupement était tel qu'il était malaisé de supposer une différence
significative de forme de cette structure entre les trois clades.

Figure 16 : ACP des forceps sur les deux premiers axes réalisée aprés superposition
Procruste.
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En bleu sont représentés les individus de I'espéce A, en rouge ceux de l'espéce B, en vert ceux de
I'espéce C. Les deux axes principaux expliquent respectivement 84% et 11% de la variance observée.
Chaque point représente la projection dans le plangipal d’'un individu caractérisé par ses 136
mesures morphométriques.

Pour les clades considérés deux a deux, les MANOWAur tester I'hypothése
d’homogénéité des conformations), et les tests de Student (pour tester I'’hypothese
d’homogénéité des tailles) n'ont pas donné de résultats statistiguement significatifs
(différences non significatives entre les clades).
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6.4. Synthese

Le tableau 5 ci-dessous résume les résultats prétsédstenus pour les comparaisons des
clades deux a deux.

Tableau 5 : Synthése des résultats statistiques.

Clades A et B

Clades AetC

Clades Bet C

Commentaires

Configuration
de l'aile

Différents (risque
d’erreur : 4,2%)

Différents (risque
d’erreur : 6,1%)

Comparaison non
effectuée (trop
faible effectif)

Différents (risque

Différents (risque

Différents (risque

- Tailles
croissantes :
clades B, AetC

- Clade C tres
spécifique par

Configuration
du pronotum

Différents (risque
d’erreur : 3,4%)

Différence non
significative

Taille de l'aile d’erreur d'erreur d’erreur ; ladek
négligeable) négligeable) négligeable) rappo;\ (?tué cladep
- Tailles

Comparaison non
effectuée (trop
faible effectif)

Taille du
pronotum

Différents (risque
d’erreur : 0,3%)

Différents (risque
d’erreur : 7,8%)

Différents (risque
d’erreur : 0,2%)

croissantes :
clades B, AetC
comme pour l'ailg

- Clade C moins
spécifique que
pour les ailes paf
rapport aux cladep

AetB

Configuration
des forceps

Différence non
significative

Comparaison non
effectuée (trop
faible effectif)

Comparaison non
effectuée (trop
faible effectif)

Tailles des
forceps

Différence non
significative

Différence non
significative

Différence non
significative

Les forceps ne
semblaient pas
différents

a7
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DISCUSSION

Au cours de cette étude, nous avons pu tout d'abord confirmer la présence des deux clades A
et B trés divergents, correspondant aux especes déja caractérisées auparavant. Néanmoins, la
répartition des deux espéces jumelles obtenue a lissue de cette étude n'était pas celle a
laquelle nous nous attendions.

La propagation des deux especes dans l'ensemble de I'Europe a pu présenter un caractere
artificiel, lié a une forte anthropisation du milieu et a I'augmentation des flux de transports. Ce
phénomene récent aurait pu ainsi conduire a un brassage des lignées et a I'effacement partiel
d’une structuration plus ancienne.

L'étude réalisée nous a également permis de mettre en évidence l'existence d'un troisieme
clade, le clade C, présent en Grece et en Turquie. De plus, la comparaison de nos résultats et
d’'un échantillon de~. auricularia provenant de la base de données (GENBANK, 2013) et
originaire d’lran (comparaison non détaillée dans I'étude), ainsi qu'avec des individus
océaniens séquencés en paralléle, a indigué que la situation était sans doute plus complexe
encore et que de nombreux clades divergents pouvaient exister, le long d’'un axe ouest-est le
long de I'Eurasie.

Notre étude nous a permis, entre autres, d'obtenir la phylogéographie des clades et nous a
montré que, comparativement a I'étude de Guillet (GUILEE®@I., 2000), nous n'avions pas
obtenu, a une altitude, une latitude et une longitude données, la présence des deux espéces A
et B. Les populations échantillonnées ne correspondaient donc pas a un mélange, ce qui
suggeérait que les espéces étaient allopatriques. Pourtant, a deux points des Pyrénées, nous
avons trouvé, a deux altitudes difféerentes, les deux especes A et B. Ce qui était
particulierement frappant était la présence a I'est (Mijanes) de I'espéce A plus en altitude que
I'espece B, et a I'ouest (Behorleguy et Iraty), la distribution inverse. L'altitude n'était donc pas

le seul facteur influencant la distribution des especes. Il est probablement nécessaire de
prendre également en compte I'ensoleillement, si I'on reste cohérent avec une hypothese
d'adaptation locale.

Lors de I'étude de la diversité et de la structuration des populations, les divers indices calculés
entre nos populations dont les effectifs étaient de taille importante (supérieure a dix individus)
nous ont montré une diversité globalement moindre pour I'espece B que pour les deux autres
clades. Ces résultats sont a pondérer du fait du faible nombre d’individus dans le clade C pris
en compte pour I'analyse, comparativement aux deux autres clades A et B.

Les analyses morphogéométriques réalisées, ont fait apparaitre une différence globale entre
les trois clades. Elles ont mis a jour le fait que la taille des ailes était plus élevée dans l'espéce
A, espéce a une ponte, adaptée originellement a des climats plus rudes, que dans I'espéce B.
Ces résultats sont en contradiction avec I'hypothese d'un faible développement corporel dans
des conditions climatiques difficiles. La supériorité de taille des ailes des individus du clade C
sur celles des deux autres clades s'expliquait plus facilement par ce genre d'argumentation : il
est courant qu'en _milieu chaud (Grece et Turquie pour le clade C) le développement corporel
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soit plus important. Cette gradation de taille (B puis A puis C dans l'ordre croissant) se
retrouvait également pour le pronotum, ainsi qu'une différence de conformation entre les trois
clades.

Il est a noter que cette différenciation morphométrique, montrée ici en premiére approche, n'a
jamais été observée auparavant. Néanmoins, il nous faut modérer nos conclusions, entre
autres a cause du faible nombre d'individus du clade C pris en compte dans cette étude, ce
clade ayant été découvert pendant I'étude elle-méme.

Il serait intéressant, dans une perspective d'approfondissement de ce travail, de collecter
davantage d'individus du dernier clade mis en évidence, le clade C, et de différencier au cours
des analyses statistiques les zones de prélevement, afin de pouvoir faire la part du poids du
clade, comparativement a celui du biotope de l'individu, dans la taille et la conformation des
structures. Cette démarche nous permettrait de séparer les différences de formes liées
uniquement a l'environnement sur une génération (température, hygrométrie, etc.) de celles
propre a un clade, et donc transmises de génération en génération. Discriminer chaque facteur
(en réalisant une comparaison statistique par facteur et non par clade) puis les corréler
pourrait aboutir a une meilleure compréhension de la dynamique des populatikor§cga
auricularia en Europe, et en extrapolant, de multiples autres espéeces européennes.

En ce qui concerne la datation réalisée gquant a l'expansion des especes, nous avons pu Vvoir
pour I'espéce A, une colonisation de tout I'espace européen, différencié en plusieurs zones. De
plus, lI'expansion récente de I'espece B, faiblement différenciée génétiguement, limitée a la
bordure atlantique de I'Europe, a plus faible effectif efficace que I'espece A, nous orientait
vers une colonisation récente depuis le sud au postglaciaire, il y a 10 000 ans. Lhypothése
d'une différenciation de I'espece A en plusieurs refuges pourrait expliquer I'apparente
« expansion » contre-intuitive, puisqu’elle date du dernier maximum glaciaire. Il s'agirait d'un
événement de structuration en plusieurs isolats, qui augmenterait I'effectif efficace d’'une
population structurée au fur et a mesure de la divergence. En effet, bien qu'il existe une forte
corrélation entre les périodes d'expansion trouvées et des événements connus (dernier
maximum glaciaire entre autres) qui nous oriente vers le confirmation de I'hypothése
d'horloge biologique que nous avons indiquée, il nous faut néanmoins faire attention au fait
gue l'espece A est fortement hétérogéne, ce qui peut induire des datations en lien avec la
structuration de I'espece en ilots, non représentative de la réalité de I'espece.

Cette étude nous a montré, sur un large échantillon, la répartition des deux espéeces jumelles
en Europe. Celle-ci n'étant pas corrélée de maniére directe a l'altitude ou a la position
géographique, il serait désormais intéressant de se questionner sur les mécanismes autres qui
auraient pu aboutir a la spéciation observée. Il pourrait a lI'avenir étre judicieux de confronter
les données des marqueurs mitochondriaux avec un marqueur nudiii®, dont le
laboratoire EPHE Biologie intégrative des populations possede déja quelque séquences. En
effet, une délétion dans la séquence de ce locus, préalablement observée, permettrait (grace a
des techniques rapides de PCR puis migration sur gel d’agarose) de détecter d'éventuelles
zones d'hybridation, et d'affiner par la encore notre vision de la spéciation de cette espéece.

Enfin, certaines zones européennes sont encore peu connues en termes de forficules. Une
augmentation des préléevements, a l'avenir, vers les Balkans ou le Portugal, pourrait encore
apporter un éclairage nouveau sur I'histoire évolutive de cet insecte.
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CONCLUSION

La classification des étres vivants a toujours été un défi pour I'nomme. Nous avons passé en
revue, de l'Antiquité a nos jours, I'évolution des techniques la sous-tendant, et plus

généralement des principes sur lesquels s’est appuyee cette science. Ces principes ont
grandement évolué, partant de notions théologiques et fixistes pour glisser progressivement
vers les théories prenant en compte I'évolution, en passant par un changement d'échelle

d'observation grace aux avancées de la génétique des populations.

Sur le theme précis de la classification d'especes jumelles, I'étude réalisée nous a permis
d'aboutir & de nombreux résultats. Tout d'abord, nous avons eu confirmation des deux clades A
et B tres divergents, correspondant aux especes préalablement caractérisées. Ensuite, nous
avons pu mettre en évidence le fait que les populations échantillonnées ne correspondaient pas
a un meélange, ce qui suggérait que les especes étaient allopatriques. L'espece B était
faiblement différenciée génétiquement, limitée a la bordure atlantique de I'Europe, de faible
effectif efficace, ce qui laissait envisager une colonisation récente de cette espece depuis le
sud, au postglaciaire. L'espéce A avait colonisé tout I'espace européen, et était différenciée en
plusieurs espaces. L'hypothése d'une différenciation de I'espéce A en plusieurs refuges
pourrait expliquer l'apparente « expansion » contre-intuitive, puisqu’elle date du dernier
maximum glaciaire.

Le regard rétrospectif sur le passé lointain du dernier maximum glaciaire et sur une période

plus récente d'évolution nous a permis d'approfondir certains aspects de la phylogénie, de la
différenciation et de la spéciation d'une espéce dont les contours restent encore imprécis,
puisque outre les deux clades préalablement identifiés et provisoirement baptisés A et B, nous
avons proposé la possibilité d'existence d'un troisieme clade C. Dans le contexte actuel de
diminution drastigue de la biodiversité et de changements climatiques majeurs, ou il est

particulierement important de se pencher sur la structuration des populations, sur l'apparition
et la disparition d'especes, les lecons ainsi tirées du passé peuvent contribuer a mieux
comprendre les événements en cours ou a venir.
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ANNEXE 1 : Lexique

ACP

L'Analyse en Composantes Principalansiste a transformer d
variables liées entre elles (corrélées) en nouvelles var
décorrélées les unes des autres, pour simplifier l'informaties.
nouvelles variables décorrélées sont appelées « composaotes
« axes » principaux, et peuvent étre visualisées sur un graphique.

Spéciation
allopatrique

Mécanisme de spéciation par isolement géographique de
populations d'une méme espéce, aboutissantura isolemen
reproductif. Le flux génétique est coupé, chaque population évt
alors séparément.

Artéfact d'attraction

des longues branched

D'apres la théorie dite déhorloge moléculaire, certaines espéc
ossédent un taux d'évolution moléculaire significativement
elevé que la majorité des autres especes. Les séquences
especes ont alors tendance a se regrouper, indépendamment
relation de parenté. Ces regroupemenés, & un grand nombre
positions, auront des valeurs Heotstrap élevées. La pression
sélection qui joue sur un gene differe selon les espéces, mais &
cours du temps. Il faut préter une attention particuliére a rent
type dinformation das les algorithmes de reconstruct
phylogénétique.

Barriere
postzygotique

Type de barrieres biologiques limitant la reproduction ietgrece
existant apres la fécondation. Ce phénoméne sefaitd une
incompatibilité des génomes, provoquant une stérilité ou
inviabilité des hybrides.

Dérive génétique

Effet du hasard pendant I'échantillonnage des gamétes, qui at
une fréquence des alléles différents entre I'échantillon a la gén¢
n et celui a la génération n+1.

Effectif efficace

Puisque tous les individus d'une population ne participent pa
reproduction et au brassage des gametes, on appelle Ne I
efficace, soit le nombre d'individus de la population qui suffir
au brassage génétique observé dans la population réelle.

Especes cryptiques

Especes au sens biologique (isolement reproductif, différ
génétiques) non différentiables morphologiquement.

ESS

Acronyme anglais de Stratégie Evolutivement Stable. Une str
est une ESS s'il s'agit d'un optimum, c'edira-que lorsqu'elle e
adoptée par I'ensemble de la population, aucune stratégie dévi
peut s'implanter dans cette population.
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Fithess

Mesure de I'adaptation d'un individu a son environnement.

Fst

Indice de différenciation entre deux populations, calculé grace
déviation des fréquences génétiques dans ces populations par
a celles que I'on observerai le brassage génétique s'effectuai
maniére continue. Des valeurs proches de 1 indiquent un tres
échange génétique.

Haplotype

Ensemble d'alléles |de loci liés situé sur un méme chromosome
transmis en groupe

Horloge moléculaire

Théorie selon laquelle les séquences accumulent des mutatior
rythme dicté par l'intensité de la pression de sélection a laquell
sont soumises. En phylogénie, on peut utiliser des séquences
de mutation plus ou moins élevé selon qu'onillewater de:
événements plus ou moins récents.

Etude conjointe des lignées généalogiques et de leur distri

Phylogéographie . . : b e
ylogeograp géographique, en lien avec des événements type dériv
continents, glaciations, etc.

Plasticité Capacité din organisme a exprimer divers phénotypes ave

phénotypique génotype fixé, en fonction de son environnement.

Population Ensemble d’individus de la méme espéce qui occupent un
biotope, c'est-a-dire littéralement un mémdiew de vie ».En
génétique des populations, on dire aussi qu'il s'agit d'un ens
d’'individus qui montrent une unité de reproduction, tous
individus d’'une population ayant la méme probabilité de se ci
entre eux, en se reproduisant moins avec les populations voisin

Probabilités Méthodes probabilistes s'appuyant sur le théoréme de Bayes,

bayésiennes

déduit la probabilit¢ d'événements en prenant en comp
probabilité d'autres événements préalablement observés

Spéciation
sympatrique

Mécanisme de spéciation sans isolement géographagueein d'un
population ou dans une aire partagée. Les descendants sont «
contact direct avec I'espéce ancestrale.

Taille efficace

Voir « effectif efficace»
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Dans une premiére partie, nous avons effectué ymibése bibliographique de I'histoire et
des méthodes de classification des especes. Naus alégagé les éléments théoriques et
pratiques permettant d’appréhender les modificatida la répartition géographique dans le
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laboratoire de I'Ecole Pratique des Hautes Etu@ésidgie intégrative des populations) et
portant sur la répartition spatio-temporelle dgseess jumelles dEorficula auricularia, en
fonction de facteurs géographiques (altitude,ud#) et climatiques (influence du dernier age
glaciaire). Pour cela, nous avons conduit conjonetiet des analyses de génétique, portant sur
deux marqueurs mitochondriaux, et de morphomeétne, nous ont permis de mettre en
évidence des différences entre les deux espeads faire I'hypothése de I'existence d’une
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