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Tableau 1 : Taxonomie du criquet pélerin, Schistocerca gregaria (FAO Guidelines 2003)

CLASSE INSECTES

ORDRE ORTHOPTERES Criquets et sauterelles
(environ 20 000 espéces dans le monde)

SOUS-ORDRE CAELIFERES Criguets, locustes et sauteriaux

(antennes courtes)
(environ 10 000 espéces dans le monde)

SUPER-FAMILLE ~ ACRIDOIDEA
FAMILLE ACRIDIDAE Acridiens ou criquets

SOUS-FAMILLE CYRTACANTHACRIDINAE

GENRE Schistocerca
Figure 1 : Photo d’un adulte grégaire mature du

ESPECE gregaria
criquet pelerin Schistocerca gregaria (A. Monard)

Schistocerca gregaria gregaria

Limite de la zone d'invasion

Limite de la zone de récession
S. 8. SIaviventris e « -

Figure 2 : Carte de répartition de I'espéce Schistocerca gregaria (Waloff, 1972 ; COPR, 1982)
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Figure 3: Table de vie du criquet pélerin (Schistocerca gregaria gregaria)
(en nombre de jours) (FAO Guidelines, 2003)



I. Introduction

1. Contexte de I'étude

Parmi les ravageurs des cultures| les criquets pnt toujours représenté une menace importante

pour la production agricole mondiale. A I'"heure actuelle, sur tous les continents, la gestion des
populations de criquets est une préoccupation de tous les jours. Le Criquet pélerin, en particulier,
requiert une surveillance permanente puisqu’il peut présenter des explosions de population, ce qui
le rend assez redoutable.

a. Biologie du Criquet pélerin, une espéce ravageuse

Le Criquet peélerin, Schistocerca gregaria (Forskal, 1775)(Fig.1), est un insecte de I'ordre des
Orthopteres (Tableau 1) dont l'aire de répartition principale (en période de rémission, c'est-a-dire
hors pullulation) s’étend dans des zones arides et semi-arides se situant en I’Afrique de I'Ouest
(Sénégal, Mauritanie, Mali, Niger, Tchad), au Maghreb (Maroc, Algérie), en Afrique du Nord (Libye,
Egypte), en Afrique de I'Est (Soudan, Ethiopie, Somalie, Erythrée, Kenya) mais aussi au Proche-Orient
(Arabie saoudite, Yémen principalement), jusqu’en Asie du Sud-Ouest (Pakistan, Inde) (Fig.2 ; (Waloff
1972; (COPR) 1982). Par ailleurs, en Afrique australe, il existe des populations géographiquement
isolées qui ne posent pas de probleme en agriculture (Botha 1969).

La durée de développement du criquet peut s’étendre de 2 a 6 mois (Fig.3) et passe par trois
stades : I'ceuf, la larve (ou nymphe) et I'imago. Seul I'adulte aprés la mue imaginale possede des ailes
fonctionnelles. Entre temps, les larves passent par cing ou six stades. Au stade adulte, les individus
sont d’abord sexuellement immatures et |la période de maturation peut aller de 3 semaines a 9 mois.
C'est sous cette forme que lI'espece est capable de rentrer en quiescence afin de supporter les
environnements défavorables (milieu trés aride ou température basse). La femelle peut pondre de
80 a 160 ceufs par oothéque et en moyenne chacune d’entre elles pond deux ootheques en milieu
naturel (Symmons et Cressman 2001). Dans les conditions optimales de température et d’habitat, il a
été mesuré qu’une femelle peut produire de 16 a 20 criquets par génération. De ce fait, méme si la
prédation (insectes prédateurs et parasites, champignons entomophages, etc...) est assez efficace
dans la régulation démographique, il est possible d’observer une augmentation tres rapide, voire une
explosion de la population sous des conditions écologiques favorables (végétation abondante et
pluies bien réparties).

Des groupes peuvent se former, pulluler et causer des dégats important aux cultures. Par
exemple, les pertes agricoles pour les communautés affligées par la derniere invasion du Criquet
pélerin de 2003-2005 en Afrique de I’Ouest ont été évaluées a 2,5 milliards de dollars (Brader 2006).
La grande capacité de dispersion du Criquet pélerin le rend encore plus ravageur. Dans les périodes
de grandes pullulations (densité supérieure a 300 individus/ha), la surface qu’il occupe est trés
importante (29 millions de km2 sur une soixantaine de pays) comparée a la surface de 16 millions de
km2 (sur une trentaine de pays) lors de sa période de rémission (Fig.2). Les essaims de criquets
grégaires se déplacent sous le vent et sont capables de parcourir au moins 100 km par jour
(Symmons et Cressman 2001). Face a cette situation, les dégats peuvent étre considérables et la lutte
est difficile a organiser, puisqu’elle est transfrontaliére. La communauté internationale par le biais de
I’Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO) a ainsi investi, depuis les
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Figure 4 : Dynamique cyclique des populations de criquet peélerin entre 1910 et 2005 avec en rouge les
populations en périodes d’invasion et en vert les populations en périodes de récession (Lecoq, 2005)

Figure 5: Différence de morphologie et de couleur entre individus en phase « grégaire » (a gauche) et
individus en phase « solitaire » (a droite)



années 1960, beaucoup de moyens humains et matériels dans la lutte contre le Criquet pelerin et
dans sa surveillance, notamment au Maghreb, Afrique de I'Ouest et sur le pourtour de la Mer rouge.
Historiqguement, les périodes d’invasion et de récession sont apparues de maniere cyclique (Fig.4).
Cependant, a partir des années 1960, les nouvelles invasions ont pu étre maitrisées, notamment
grace a la lutte insecticide préventive et a une coordination supranationale de la surveillance.
Aujourd’hui encore, la surveillance est nécessaire afin d’éviter de nouvelles tendances a Ia
pullulation. A la suite de pluies exceptionnelles début 2012 au Sud-Ouest de la Libye et au Sud-Est de
I’Algérie, les cultures céréaliéres de I'Ouest de I'Afrique sont a nouveau menacées par les essaims du
Criquet pelerin. En conséquence, la FAO a lancé un plan d’action d’urgence en juin 2012 pour limiter
I'insécurité alimentaire.

b. Le polyphénisme de phase : un trait conditionnant la nuisibilité de I'’espece

Les augmentations numériques de population au début des pullulations sont associées a de
fortes pluies, procurant une végétation abondante et un sol humide permettant le développement
de plusieurs générations. A une échelle plus locale, il a été montré que la distribution agrégée des
ressources (Despland et Simpson 2000) et une forte variation du microclimat (Farrow 1975) qui peut
induire une raréfaction de la végétation, concentrent les individus, et de ce fait facilitent les départs
de pullulation. Llinfluence environnementale sur la densité des individus est d’autant plus
importante chez le Criquet pélerin qu’elle interagit avec I'expression du polyphénisme de phase.

Le polyphénisme de phase peut étre défini comme la réponse plastique du criquet face a la
densité de population notamment sur les traits de comportement de migration et d’agrégation. Il
peut alors passer d’'une phase ou comportement « solitaire » a une phase ou comportement
« grégaire ». Le comportement des individus grégaires a pour conséquence de concentrer les
individus, et de cette maniére, d’affecter directement la dynamique des populations. La grégarisation
est un mécanisme clé qui entraine une rétroaction positive conduisant toujours a de plus grands
groupements des individus, et donc a une plus forte agrégation.

Au niveau du groupe, le comportement grégaire est trés caractéristique. Les larves se suivent
des I'éclosion pour former une bande larvaire qui se déplace au sol. Plusieurs bandes peuvent alors
se former et ensuite se rejoindre pour en former de plus grandes, puisque les individus grégaires
s’efforcent de rester toujours le plus nombreux possible. Dans ces conditions, les criquets se
développent plus rapidement et sont beaucoup plus actifs. lls sont alors a la recherche de toutes les
sources de nourriture qu’ils peuvent trouver. Au stade adulte, les individus regroupés forment des
essaims et se déplacent alors tous ensemble en volant, comme un « tapis roulant », ou les premiers
individus du nuage se posent tandis que les derniers s’envolent. lls peuvent couvrir des surfaces
gigantesques : de 1 km” a plusieurs centaines de km? contenant de 40 millions a 80 millions de
criquets par km? (Symmons et Cressman 1994). Ces essaims vont ensuite pondre, a de fortes
densités, des descendants déja grégaires (Uvarov 1966), ce qui aura tendance a entretenir, a long
terme, le phénomene de grégarisation. Dans ce contexte, les végétaux présents sur le passage des
essaims seront alors totalement mangés, sans distinction d’espece, ce qui en fait un ravageur
redoutable des cultures. Le changement de phase du Criquet pélerin rend sa gestion problématique
en agriculture.

D’autre part, le changement de comportement s’accompagne d’un changement de
morphologie (Uvarov 1966; Pener et Simpson 2009). Les traits, classiquement utilisés en acridologie
pour distinguer les phases grégaire et solitaire sont des rapports de mesures morphométriques






(Thomas 1941; Dirsh 1953; Uvarov 1956). Les traits les plus couramment mesurés sont le ratio de la
longueur du fémur arriére sur la largeur de la téte) et le ratio de la longueur de I"élytre sur la
longueur du fémur arriere, qui diminue et augmente respectivement avec la grégarisation. Un
changement frappant associé a la grégarisation est le changement de couleur (Fig.5) : les larves
grégaires présentent de nombreuses taches noires sur leur cuticule et les adultes grégaires sont
roses lorsqu’ils sont immatures et jaunes lorsqu’ils sont sexuellement matures, contrairement aux
solitaires qui ont une couleur verte ou brune. Au niveau de I'ootheque, les femelles grégaires
pondent des ceufs moins gros et en plus petite quantité a chaque fois.

c. Deux sous-espéces décrites comme ayant des traits de phase différents

Au sein de I'espéce Schistocerca gregaria, deux sous-espéces géographiquement séparées ont
été décrites (Botha 1967) : Schistocerca gregaria gregaria s’étendant dans la moitié Nord de I’Afrique
jusgu’en Asie et Schistocerca gregaria flaviventris (Burmeister 1838) en Afrique australe, au Nord-
Ouest de I'Afrique du Sud, en Namibie et au Sud de I’Angola (Faure 1932; Waloff 1966) (Fig.3). Ces
deux sous-espéces sont interfertiles (Nolte 1965) mais ont été décrites comme des populations
isolées(Uvarov 1966). S. g. flaviventris et S. g. gregaria sont morphologiquement trés similaires et
Dirsh a déclassé leur statut d’especes a celui de sous-espéces en 1956. S.g. flaviventris differe de
I’espéce nominale par des cerques males plus larges (Dirsh 1974) et une taille des femelles plus
élevée (Botha 1967). Ces caractéres morphologiques décrits sur un petit nombre de spécimens
illustrent probablement une variation continue au sein de chaque sous-espéce plutét que des
différences discrétes. Ainsi, la taxonomie du Criquet peélerin repose premierement sur la séparation
géographique, et les facteurs qui la faconnent restent a ce jour largement incompris.

Ces deux sous-espéces ont particulierement été étudiées du fait de leur différence de
comportement et de nuisibilité en agriculture. Contrairement a S. g. gregaria, S. g. flaviventris n’est
gu’un ravageur de tres faible importance (Botha 1969; Price 2000). En effet, les populations de
S. g. flaviventris pullulent rarement (Waloff et Pedgley 1986), avec seulement deux évenements de
pullulation, en 1934-1935 et en 1948-1949, localisés dans les dunes du désert du Kalahari, le long de
la frontiére entre la Namibie et I’Afrique du Sud. Uvarov (1966, 1977) a aussi rapporté |'existence
d’essaims d’ailés et de bandes de larves de faibles niveaux de densité, d’agrégation et d’activité.

De plus, S. g. flaviventris semble ne présenter qu’un faible polyphénisme de phase (Uvarov
1966). En effet, en conditions environnementales contrélées, et notamment de groupement, il a été
montré que les deux sous-especes présentent une différence de couleur. Les males groupés de S. g.
flaviventris ne développent pas de coloration rose ou jaune (Faure 1932; Nolte 1965). Il existe aussi
une différence dans les ratios morphométriques. Le groupement continu d’insectes de S. g.
flaviventris solitaires change peu leur morphométrie, méme aprés 6 générations (Botha 1967). De
maniére similaire, Ellis a noté un comportement d’agrégation moins fort chez S. g. flaviventris (Ellis
1962).

2. Apport de la génétique des populations et démarche suivie lors de ce
stage
a. Une approche comparative des mécanismes de la grégarisation

La variation géographique de la capacité a pulluler chez les populations-du, Criquet pélerin peut
étre liée a la variation géographique des facteurs climatiques entre I’Afrique 'du. Nord et I'Afrique






de marqueurs microsatellites permet ainsi d’accéder a des processus évolutifs neutres et récents,
telles que la migration et la dérive, et ainsi de renseigner sur des paramétres d’intérét des
populations, telles que les tailles de populations, les temps de divergence récents et les mouvements
efficaces des individus entre populations.

c. Questions posées dans le cadre du stage et démarche

Explorer I'histoire évolutive des deux sous-especes du Criquet pélerin nous améne a devoir
explorer les effets de la divergence, de la dérive et des migrations sur la variabilité génétique des
populations du Criquet pélerin. Nous comptons répondre a plusieurs questions : a quand remonte la
derniere fois ol les deux sous-espéces étaient rassemblées en une seule espéce (temps de
divergence) ? A quel point les deux sous-espéces sont-elles séparées (présence de migration) ? Quel
est I'influence de la dérive sur la variabilité génétique de nos populations (taille efficace) ? A cette fin,
nous utiliserons une méthode d’inférence de parameétres démographiques basée sur les théories de
la Coalescence et de Bayes (le logiciel DIYABC 2.0) (Cornuet et al. 2008). Nous avons choisi ce logiciel
car il propose un modéle de mutation complexe qui représente des évenements de mutations de
maniére réaliste pour nos données. L'inconvénient est que cet outil est construit sur I’'hypothese de
divergence pure (c’est-a-dire en absence de migration). Il nous faudra alors vérifier que I’hypothése
de non migration est réaliste.

N

L'étude porte a une échelle globale, celle du continent africain, et nous souhaitons aussi
comprendre la structuration au sein de chaque sous-espece. L'information de différenciation au sein
de chaque sous-espéce sera, en effet, indispensable pour mieux cibler les échantillons de populations
a étudier par la suite et pour mieux appréhender les possibilités de migrations. Par ailleurs, mieux
comprendre la structure et la dynamique de chacune des sous-espéces a d’autres intéréts, qui seront
abordés de maniére tres mince dans ce stage. A cette fin, nous utiliserons des indices standards de
différenciation, tel que le Fst (Weir et Cockerham 1984).

Pour répondre au mieux a ces objectifs, dans la suite de ce rapport, nous présentons :

- Une synthése bibliographique pour établir (i) les différentes hypothéses démographiques
associées a la divergence entre les deux sous-espéces et (ii) les informations préalables sur
les parametres de mutation nécessaires a une estimation juste des parameétres
démographiques que nous cherchons a informer (temps de divergence, migration et tailles
de populations).

- La méthodologie utilisée pour génotyper les populations du Criquet pelerin, décrire la
diversité et la structuration génétique, tester [I'hypothese démographique
d’absence/présence de migration et enfin estimer les valeurs des paramétres
démographiques.

- Les résultats de ce travail concernant en particulier la structuration génétique au sein de
I’espéce et le scénario de divergence entre les deux sous-espéces supporté par nos données.

- Une discussion détaillant a la fois nos conclusions quant a ces deux résultats principaux, les
implications pour les études comparatives futures et les perspectives méthodologiques.
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australe. On peut, cependant, poser la question de la présence d’une variation génétique au sein des
populations responsable de la variation de la capacité a pulluler. Cette hypothése est plausible
puisque des différences de traits de phase, qui participent a la formation ou au maintien des
pullulations, existent entre les deux sous-especes.

L'observation de différences de changements de phase densité-dépendants entre les
populations de S.g.gregaria et S.g.flaviventris a conduit I'’équipe du CIRAD a se tourner vers la
compréhension des mécanismes intrinseéques, en centrant sa recherche sur I’échelle de la population
et sur les variations phénotypiques et génétiques. Une étude comparative de ces deux sous-especes
parait alors intéressante. Certains groupes de recherche se concentrent déja sur I’évolution du
polyphénisme de phase mais a une échelle interspécifique. Ainsi, des études sont en cours sur la
phylogénie des caracteres liés a la phase au sein de la sous-famille des Cyrtacanthacridinae (Song et
Wenzel 2008).

L’équipe CIRAD souhaite s’intéresser a la source de variabilité des traits au sein des différentes
populations de Schistocerca gregaria afin de mieux en comprendre les mécanismes de la
grégarisation. Cette approche intra-spécifique évitera les difficultés liées a la divergence
interspécifique au niveau génétique (variation trop importante de séquences de certains genes par
exemple) ou écologique (adaptation pour d’autres caractéres que le polyphénisme de phase par
exemple). Elle permettra également de procéder a des croisements entre sous-espéces divergentes
afin de mieux déterminer les bases génétiques des traits étudiés.

Cette nouvelle voie de recherche pourrait permettre de développer de nouvelles méthodes de
lutte par l'altération des traits de population impliqués dans la capacité a pulluler. En effet, la
nuisibilité du Criquet pelerin provient de sa capacité a changer de « phase » et des traits associés. Ces
traits pourraient étre manipulés, par exemple, en identifiant des génes candidats liés au changement
de comportement. Il serait alors possible de perturber la régulation de ces génes par I'utilisation de
la technique d’ARN interférence (Price et Gatehouse 2008).

b. Etude de l'histoire évolutive et des processus neutres

Les sources potentielles de la variation génétique observée entre les populations du Criquet
péelerin pour les traits liés a la phase proviennent a la fois des forces de sélection et de processus
neutres. Il est nécessaire d’étudier séparément les deux types de processus afin de mieux
comprendre leur interaction. La théorie neutraliste (ou synthétique) de Kimura soutient ainsi que
I’évolution biologique est non seulement déterminée par la sélection naturelle, mais aussi par
I’équilibre entre la mutation, qui crée de la variabilité, et la dérive génétique, qui cause la fixation des
alleles. La théorie inclut également les effets, en termes de différentiation génétique, de la sous-
division d’une population en groupes qui ne se croisent pas librement par des flux de genes ou des
migrations.

Ainsi, nous désirons ici appliquer les outils de la génétique des populations pour analyser
I'origine évolutive neutre de la variation génétique observée entre les deux sous-espéces
S.g.gregaria et S.g.flaviventris. A cette fin, nous utiliserons des locus microsatellites qui sont de bons
marqueurs candidats. Les marqueurs microsatellites sont des marqueurs nucléaires qui présentent
une variabilité intra-spécifique élevée. lls sont constitués de la répétition de courts motifs de
nucléotides (de 1 a 4 généralement), ce qui leur procure un taux d’évolution élevé par la haute
probabilité d’erreur de réplication (ajout ou suppression de x motifs) (Oliveira et al. 2006). L’analyse
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II. Bibliographie et hypotheses

1. Hypotheses démographiques pour notre étude

Des éléments de réponse aux questions sur I'histoire évolutive du Criquet pélerin peuvent
provenir des connaissances sur I'histoire africaine, la phylogéographie et les études de génétiques
des populations.

a. Histoire paléoclimatique africaine

Les évolutions du climat africain et notamment I'évolution des zones arides et semi-arides,
environnements les plus favorables au Criquet pélerin, nous ont permis de poser des hypotheses
biogéographiques. La figure 6 représente les évolutions des milieux arides et semi-arides depuis le
dernier maximum glaciaire jusqu’a nos jours(Adams 2001). Nous ferons I’hypothése que I'évolution
de ces milieux favorables est un bon indicateur de I'évolution de I'aire de répartition de I'insecte. Il
est d’abord possible de constater que I'aire de répartition actuelle est approximativement 10 fois
plus petite pour S. g. flaviventris que pour S. g. gregaria (Fig. 6a). Par rapport a I'aire de répartition
contemporaine, I'aire potentielle était extrémement réduite il y a 9000 ans (Fig. 6b). Au Nord de
I’Afrique, S. g. gregaria se retrouvait probablement sur une mosaique de milieux désertiques, sur une
aire morcelée environ 4 a 5 fois plus petite et S. g. flaviventris sur une aire approximativement 2 fois
plus petite que l'aire actuelle. Si I'on remonte jusqu’au dernier maximum glaciaire, I'aire de
répartition potentielle était beaucoup plus grande (Fig.6¢ et 6d).

D’autre part, il existe déja des études réalisées sur des espéces ayant une répartition proche
de celle du Criquet pelerin aujourd’hui, c'est-a-dire dans deux zones séparées : a la fois au Sahara et
au Kalahari. De nombreuses espéces de plantes, appelées especes des zones séches a aire disjointe,
sont concernées par cette répartition bipolaire (Lebrun 2001). Par ailleurs, on peut citer I'étude de
I'histoire biogéographique des écureuils du genre Xerus (Herron et al. 2005) qui confirme I’existence
d’un couloir de milieu aride qui s’étendait de la corne de I’Afrique au Cap de Bonne-Espérance. lls
n’ont cependant pas réussi a estimer de temps de divergence pour leurs especes. Cependant, que ce
soit pour les especes végétales ou animales, il semble que c’est I’hypothése du recul du milieu aride a
la suite du dernier maximum glaciaire en Afrique qui expliquerait I'origine de la divergence ou de la
répartition disjointe des populations.

Nous nous appuyons sur ces études, notamment paléoclimatiques, pour construire les
hypothéses démographiques que nous souhaitons tester par la suite. Par exemple, il est possible
que les tailles efficaces de population aient pu varier en fonction de l'aire de répartition des
milieux favorables et que la date de divergence corresponde au moment ou les aires devenaient
trés réduites. Nous émettons en particulier 'hypothése que, pendant le dernier maximum
glaciaire, les deux sous-espéces ne devaient probablement en former qu’une, et en ce sens nous
rejoignons Uvarov (1977).

b. Etude de la structuration locale du Criquet pélerin

Considérer a I'heure actuelle que les deux sous-espéces de Schistocerca gregaria sont
parfaitement isolées peut étre remis en cause. Face aux capacités de dispersion importantes de cet
insecte en période d’invasion, il est probable que des migrations d’individus d’une sous-espéce vers
I'autre aient pu avoir lieu. En effet, le Criquet pélerin a été observé plusieurs fois en dehors de son
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Figure 7 : Carte des vents dominants en Europe et en Afrique en janvier (a) et en juillet (b). Les lignes
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habitat : S. g. gregaria en Europe méditerranéenne (Grece, Balkans), au Mozambique a Tete en
janvier 1945 (Waloff 1966), plusieurs fois en Amérique centrale, comme par exemple en 1988 dans
les Caraibes (Ritchie et Pedgley 1989), et dans les fles Ascension ou du Cap Vert (Uvarov 1923). Ces
mouvements d’insectes peuvent étre expliqués en partie par la direction des vents, comme la
direction Nord/Sud en Afrique de I'Est menant au Mozambique ou la direction Sud-Ouest/Nord-
Ouest menant a I'Océan Atlantique (Fig.7) (Pedgley 1981). La présence d’individus isolés de
S. g. gregaria au Mozambique peut ainsi pousser a émettre I'hypothése qu’'une migration est
possible. En effet, il ne reste qu’a parcourir la vallée du Limpopo pour rejoindre l'aire de
S. g. flaviventris. Cependant, cette capacité de déplacement n’implique pas forcément la survie et la
reproduction des individus immigrés et donc une migration efficace et significative. Nous savons que
le Criquet pélerin ne s’est jamais installé en Amérique centrale ou en Europe méditerranéenne par
exemple.

Un travail de génétique des populations portant sur la diversité intra-spécifique du Criquet
pélerin (Ibrahim et al. 2000) s’est intéressé a la structuration des populations de la zone grégarigene
de I'Erythrée pendant les années 1993-1995. Les auteurs concluent qu’il y a une structuration a
petite échelle entre les populations de la cote et celles de l'intérieur des terres. Ce résultat est
surprenant si on le confronte a l'intensité des mouvements d’individus grégaires lors des invasions.
Les auteurs considéerent alors que la structuration observée peut étre due a différents facteurs. Leur
premiere hypothése est qu’en période de rémission, période trés défavorable, les individus grégaires
immigrants sont mal adaptés et ne sont pas capables de se réinstaller assez vite dans les habitats ou
des individus solitaires autochtones existent. Leur deuxieme hypothése est que les populations
subissent des événements de fondation-extinction dans des habitats fluctuants. La colonisation des
milieux par une partie restreinte de quelques individus (équilibré ou non par des migrations) serait a
I’origine d’un pool génétique différent du précédent, induisant alors une structuration. Cette étude
suggere que les mouvements efficaces sont faibles, au moins lors des périodes de fin d’invasion.

En conclusion, ces données sont assez fragmentaires mais suggerent qu’il est prudent de
vérifier I’hypothése d’isolement des deux sous-espeéces.

3. Spécificités des marqueurs microsatellites utilisés

a. Caractéristiques des marqueurs microsatellites des Orthoptéres

Le génome des Orthoptéeres a un fonctionnement complexe. Il est assez différent des autres
principaux ordres d’insectes : il est beaucoup plus gros (environ 9 pg au lieu d’environ 0,8 pg)
(Gregory 2012)(Fig.8a), il possede des microsatellites plus longs et des hétérozygoties attendues plus
élevée (Chapuis et al. 2011) (Fig.8b). On s’attend alors a avoir des mécanismes de régulation du
génome différents de ceux des autres insectes. Ainsi, et puisque I'utilisation des marqueurs
microsatellites est inédite sur le Criquet pelerin, nous souhaitons aussi, dans le cadre de ce travail,
mieux préciser le modéle mutationnel de ces marqueurs. Cette information est trés importante afin
de pouvoir accéder au taux d’évolution de ces marqueurs et d’avoir une estimation de I'histoire
évolutive des deux sous-especes du Criquet pelerin. Une donnée essentielle est le taux de mutation
des marqueurs.

Les études qui s’intéressent au taux de mutation des microsatellites concernent pour la plupart
les grands animaux (oiseaux, mammiféres, notamment I’'Homme). Chez les insectes, peu d’études se
sont attachées a estimer le taux de mutation des microsatellites: une étude sur la fourmi
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Camponotus consobrinus (Crozier et al. 1999) et quatre études sur Drosophila melanogaster (Schug
et al. 1997; Schlotterer et al. 1998; Schug et al. 1998; Vazquez et al. 2000). Pour la plupart des loci
étudiés, il n’y a en fait aucune mutation qui a été observée avec le taux de détection disponible.
Lorsque c’était possible, le taux de mutation était de 5,9.10° et 7.10™ pour la fourmi et de 1,5.10™ et
3,6.10” pour la drosophile. Dans notre cas, nous nous attendons a ce que le taux de mutation des
microsatellites du Criquet péelerin soit plus élevé que chez les autres insectes. En effet, le génome
possede des microsatellites en moyenne plus longs que chez les autres insectes et il a été montré
gue plus un microsatellite est long et plus il a de chance de muter (Primmer 1998).

Ainsi, nous proposons de mesurer expérimentalement le taux de mutations d’une partie
marqueurs microsatellites utilisés afin de vérifier que les valeurs utilisées pour informer les
distributions a priori de DIYABC et informées a partir de la littérature sont réalistes pour notre
espece.

b. Spécificités des marqueurs microsatellites dérivés de séquences transcrites

Il est possible que les particularités du génome des Orthoptéres que nous avons décrites ci-
dessus expliquent le faible nombre d’études de génétique des populations sur les criquets (Zhang et
al. 2003). En effet, chez les criquets, ces marqueurs souffrent de la présence trés fréquente d’alléles
nuls (Chapuis et al. 2008). Les alléles nuls sont des alléles qui ne sont pas amplifiés par PCR (Réaction
en Chaine par Polymerase). La PCR est une méthode de multiplication du fragment d’ADN d’intérét,
ce qui nous permet ensuite d’avoir suffisamment de quantité d’ADN pour le détecter. Dans le cas des
alleles nuls, a cause de mutations dans les régions flanquantes, il y a une mauvaise fixation des
amorces et donc une absence d’amplification. L'information partielle que lI'on retire de tels
marqueurs peut alors étre biaisée (Chapuis et Estoup 2007).

Cette difficulté peut étre en grande partie levée par la caractérisation d’amorces
microsatellites a partir de séquences transcrites, issues par exemple de banques EST (Expressed
Sequence Tags). En effet, les microsatellites issus de séquences transcrites présentent souvent moins
d’alléles nuls que les microsatellites issus directement du génome (Coulibaly et al. 2005; Ellis et Burke
2007; Kim et al. 2008). lls n’ont pas les mémes contraintes évolutives et sont généralement mieux
conservés. Cependant, du fait de leur place dans la région codante de I’ADN, il est possible qu’ils se
retrouvent sous sélection et que cela induise un biais dans les analyses. Dans le cadre de ce travail,
nous devrons donc étre particulierement vigilants aux loci sous sélection pour les marqueurs
« transcriptomiques». Plusieurs études ont comparé les marqueurs d’origines génomique et
transcriptomique et confirment I'intérét d’utiliser les deux types en génétique des populations. Mais
il faut tout de méme noter que peu d’études les ont comparés chez les animaux. Seuls Coulibaly et al
(2005) chez la truite arc-en-ciel et Kim et al (2008) sur la chrysoméle du mais s’y sont intéressés et
démontrent leur fiabilité.

Par ailleurs, les marqueurs transcriptomiques possédent vraisemblablement un taux de
mutation par glissement sensiblement différent de celui des marqueurs génomiques. Une étude a
montré chez le ver a soie (Prasad et al. 2005) que les mutations observées pour les marqueurs
« transcriptomiques » sont différentes de celles des marqueurs « génomiques » : ils sont plus
concernés par la tranversion-transition et moins par les insertions-délétions. Ainsi, nous nous
attendons a un taux de mutation pour les marqueurs microsatellites d’origine transcriptomique
inférieur a celui des marqueurs d’origine génomigue, et nous nous efforcerons de le prendre en
compte dans les analyses Bayésiennes.
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Tableau 2 : Informations sur les 32 populations échantillonnées

Nomde la
Sous-espéce | population Pays Long DMS100 | Lat DMS100 Date Nombre
S.g. flaviventris BB Afrique du Sud -17°33'44.5" 29°59'12.1" | 18/06/2011 32
S.g. flaviventris cc Afrique du Sud -16°59'20.4" 28°08'01.0" | 21/06/2011 32
S.g. flaviventris DD Afrique du Sud -17°13'10.9" | 28°21'57.00" | 22/06/2011 24
S.g. flaviventris EE Afrique du Sud -20°17'15.5" 28°35'05.7" | 24/06/2011 35
S.g. flaviventris FF Afrique du Sud -20°12'08.4" | 26°44'93.6" | 28/06/2011 33
S.g. flaviventris GG Afrique du Sud -20°01'45.0" | 32°13'53.3" | 05/07/2011 31
S.g. gregaria AISgOA Algérie -04.31.23 22.52.17 14/11/2010 30
S.g. gregaria AlSgOT Algérie -04.29.23 23.30.10 | 02/12/2010 30
S.g. gregaria AlSgDS Algérie -03.22.49.00 | 26.28.21.00 | 28/04/2009 6
S.g. gregaria AlSgDT Algérie -00.04.57.00 | 28.19.04.00 | 29/03/2009 ©)
S.g. gregaria AISgDA Algérie -00.16.00.00 | 28.36.04.00 | 06/04/2009 8
S.g. gregaria AlSgDz Algérie -00.00.35.00 | 27.03.26.00 | 11/02/2009 8
S.g. gregaria AISg1NBEZH Algérie 08.25.39.00 25.07.56.00 | 03/03/2012 30
S.g. gregaria N Maroc -09.12.56.00 28.30.57.00 | 07/05/2010 30
S.g. gregaria J Mauritanie -07.36.24.96 | 17.08.26.64 | 13/09/2009 33
S.g. gregaria (0] Mauritanie -16.01.27.09 18.15.00.59 | 25/11/2009 80
S.g. gregaria P Mauritanie -14.33.56.00 19.19.03.00 | 02/02/2010 40
S.g. gregaria MRSgTa Mauritanie 15°36'35" 20°34'20" | 14/03/2011 30
S.g. gregaria MRSgTi Mauritanie 15°57'04" 19°30'09" | 22/01/2011 30
S.g. gregaria MRSgTr Mauritanie 14°06'59.8" 19°04'04.7" | 04/01/2011 30
S.g. gregaria MRSgIn Mauritanie 14°19'47" 19°55'01" | 05/01/2011 27
S.g. gregaria MRSgAo Mauritanie 13.05.11 19.59.35 17/11/2010 30
S.g. gregaria MRSgFd Mauritanie -12.42.44.96 22.41.43.00 | 26/01/2009 21
S.g. gregaria NSgTa Niger -17°30'26" 5°57'25" 40850 30
S.g. gregaria Soud Soudan NA NA NA 11
S.g. gregaria 7a Tchad -17.01.28 15.11.29 06/11/2010 26
S.g. gregaria 7b Tchad -21.33.45,6 17.44.48,4 | 19/10/2010 30
S.g. gregaria 7c Tchad -21.17.31 15.57.44 21/10/2010 30
S.g. gregaria TSgKe Tchad -20°55'57" 16°18'35' 15/11/2011 18
S.g. gregaria TSgFa Tchad -21°47'54.5" 16°57'20" | 28/11/2011 11
S.g. gregaria TSg2BO Tchad -17°38'33" 14°25'26" 16/11/2011 15
S.g. gregaria TSg1BO Tchad -17°33'36" 14°25'59" | 16/11/2011 10




III. Matériels et Méthodes

1. Présentation des marqueurs utilisés et génotypage

a. Populations étudiées

Les populations disponibles de la sous-espéce S. g. gregaria sont issues de campagnes
d’échantillonnage menées par les correspondants locaux de chaque pays qui travaillent sur le suivi et
la gestion du Criquet pelerin. 549 individus de vingt-six populations (6 pays) ont été obtenus de cette
maniere et sont représentatifs de 4 années différentes (2009 a2012) (Fig. 9a et Tableau 2). Par
ailleurs, six populations (186 individus) de S. g. flaviventris proviennent de [I'échantillonnage
d’Antoine Foucart et de Marie-Pierre Chapuis en 2011 en Afrique du Sud (Fig.9b et Tableau 2).
Quatre populations (ALDA, ALDT, ALDS et ALDZ) ne seront finalement pas étudiées car trop
faiblement représentées en raison du mauvais état de conservation des tissus ne permettant pas une
extraction ADN de qualité. Pour les analyses de biologie moléculaire, un morceau du fémur de la
patte arriere de chaque individu a été utilisé. L'ADN des 549 individus a été extrait suivant le
protocole d’extraction en colonne QIAGEN (Protocole Spin-Column pour tissus animaux du DNeasy
Blood & Tissue Handbook).

b. Génotypage des alléles

Dans cette étude, nous utilisons 28 marqueurs microsatellites dinucléotidiques qui sont issus
de deux banques de données de séquences différentes :

e 15 marqueurs « génomiques » dont 6 ont été décrits par d’autres équipes (Yassin et al.
2006; Kaatz et al. 2007) et 9 ont été développé au CIRAD par Laurence Blondin et Marie-
Pierre Chapuis.

e 13 marqueurs « transcriptomiques », développés par I'’équipe du CIRAD et a partir des
régions microsatellites formées de 8 a 12 motifs de séquences transcrites publiées par
(Badisco et al. 2011).

Les caractéristiques (type de motif, longueur et range de taille) de ces marqueurs sont
présentées en tableau 3 et en annexe 1.

Le protocole d’amplification ADN par PCR qui a été suivi est décrit en annexe 2. Afin de
diminuer le nombre de PCRs, les 28 marqueurs microsatellites ont été amplifiés par la méthode de
multiplexage QIAGEN (voir Protocole avec solution Q du QIAGEN Multiplex PCR Handbook). La figure
10 présente les 5 jeux de marqueurs génomiques et les 4 jeux de marqueurs transcriptomiques. Nous
avons, en plus, « poolé » les produits PCR issus de 6 jeux de marqueurs deux a deux pour |'étape
d’électrophorése capillaire sur séquenceur. Nous avons alors génotypé en deux étapes: 14
populations avec 6 jeux de loci (28 marqueurs microsatellites) et 14 autres populations avec 5 jeux
de loci (24 marqueurs). Nous avons considéré que 14 populations était un nombre suffisant pour
représenter nos sous-espéeces pour I'étude de divergence (6 populations de S. g. flaviventris et 8
populations de S. g. gregaria). Les autres populations seront utiles pour I'étude de la structuration
spatiale au sein des sous-espéces.

Les produits PCR sont finalement dilués au 300°™ dans une solution de formamide/marqueur
de taille. Les amplicons sont alors séparés et détectés sur un séquenceur ABI130 (Applied
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Figure 10 : Les 9 jeux de loci multiplexés (28 marqueurs) utilisés dans notre étude et développés par I’équipe
CIRAD. Les jeux de loci « Mix » correspondent aux loci d’origine génomique et les « MixdiEST » ceux d’origine
transcriptomique. Six d’entre eux sont « poolés » deux par deux (accolade sur la droite).

Tableau 3 : Caractéristiques des marqueurs microsatellites utilisées dans I'étude

Tyoe de marqueur Locus Type de motif

Nombre moyen de
motifs en Mauritanie

Intervallede | contrainte de
taille observé | gijlle estimée

(ennombre de | (en nombre de

motifs) motifs)




Biosystems). Les résultats sont ensuite lus sur GeneMapper v4.1, qui permet d’observer facilement la
longueur des alléles pour chaque individu.

c. Détermination du taux de mutation des marqueurs génomiques

i.  Estimation du taux de mutation pour des individus d’élevage

Dans notre étude, pour s’intéresser aux mutations qui peuvent apparaitre sur les marqueurs
microsatellites, nous nous concentrons sur les mutations germinales. Ainsi, nous avons génotypé
environ 2 000 descendants (larves de premier stade, Fig. 2) issus d’un élevage maintenu en
laboratoire au CIRAD. Ceci nous permet d’avoir un suivi précis des parents de nos individus. L'élevage
de ces criquets est proche des conditions naturelles (voir annexe 3) : 34°C avec une photopériode de
12h-12h, en boites individuelles, élevés a partir de populations naturelles mauritaniennes depuis 4
générations. Tous les parents ont ainsi subi le méme traitement, ce qui devrait normalement limiter
I’effet du stress sur le taux de mutation (Fonville et al. 2011).

Le génotypage des individus nous permet de repérer les mutations éventuelles en comparant
leur génotype a celui de leurs parents. L'utilisation de 2 000 descendants donne ainsi acces a
I’observation de 4 000 événements de méiose par marqueurs. Nous avons alors un seuil de détection
des taux de mutations par marqueurs de 2,5.10™ au maximum. Pour cette raison, il ne parait pas
possible d’estimer le taux de mutation des marqueurs « transcriptomiques » et des marqueurs qui
sont courts (Lai et Sun 2003). Nous nous concentrons alors sur les 15 marqueurs « génomiques ».
Cependant, trois marqueurs « transcriptomiques » sont génotypés en méme temps grace au
multiplexage mais ne seront pas analysés dans le cadre de ce stage. Ceci correspondra alors a la
lecture de 60 000 méioses parents-enfants, tous loci confondus.

L’extraction ADN des larves, en tres grand nombre, a été faite a partir d’'une patte arriere de
chaque individu, directement en plaque d’extraction de 96 puits suivant un protocole proche de
I’extraction en colonne QIAGEN (voir annexe 4). La concentration de I'extrait ADN de chaque individu
est mesurée par Nanodrop afin de pouvoir ajuster les concentrations. Cependant, afin de diminuer le
colt lié a la PCR et au génotypage de tant d’individus, nous avons optimisé la méthode en
« poolant » plusieurs individus dans un méme puits. Nous avons choisi de les « pooler » par 4 tout en

éme

ajustant les concentrations a plus de 1/8°™. Ce résultat provient d’'une expérience préliminaire de
« mutation artificielle » que nous avons menée préalablement (voir paragraphe suivant et 1V.2.c.i).
Nous avons ensuite suivi le méme protocole de génotypage que décrit précédemment en Ill.1.b pour
les 15 marqueurs génomiques dont nous souhaitons estimer le taux de mutation. Deux lecteurs

(Laurence Blondin et Christophe Plantamp) ont lu indépendamment les profils sur GeneMapper.

ii. =~ Développement d’un protocole d’amplification en pool

Le principe de cette expérience est d’identifier le nombre d’individus « fréres » que nous
pouvons « pooler » sans risquer de rater |'allele mutant lorsqu’il est présent. Nous avons alors poolé
des extraits ADN de larves dont le génotype est connu et simulé la présence d’un allele mutant en
choisissant un individu qui introduit un unique alléle « étranger » comparé aux autres alléles
présents dans le mélange.

Nous avons, tout d’abord, testé 10 combinaisons différentes de 3, 4 et 5 individus poolés
ensemble, que nous avons répétées deux fois et analysées pour trois marqueurs SgM86, SgM87 et
SgM88. Les deux observations étaient répétables mais nous avons raté sur GeneMapper 9 mutations
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Figure 11 : Estimation chez ’'Homme de la relation entre la longueur des microsatellites dinucléotidiques et
le taux de mutation par glissement de la polymérase (Lai et Sun, 2003). Le taux de mutation est représenté
en échelle logarithmique comparé au taux de mutation ponctuel de 102, Le taux de mutation s’obtient donc
3 partir de ordonnée A de la maniére suivante p=A*10". (Les points noirs correspondent a la moyenne ; les
points gris a I'enveloppe de 95% des valeurs).



sur 38 cas pour 5 individus poolés dans un méme puits, 5 sur 38 cas pour 4 individus et 3 sur 38 cas
pour 3 individus. Vu cette tendance, nous nous sommes concentrés sur les pools de 4 individus par la
suite. Nous avons alors testé les 10 combinaisons de 4 individus (répété 2 fois et lu 2 fois
indépendamment) pour les 15 marqueurs dont nous souhaitons estimer le taux de mutation.

Nous avons ensuite analysé les résultats de ces 228 cas d’alléle « mutant » par un GLM. Nous
avons cherché a expliquer quels facteurs influencent la lecture du pic « mutant », mesurée par I'aire
du pic « mutant » relativement a I'aire totale. Les facteurs testés sont la distance (en paires de bases)
a l'alléle plus long le plus proche, le nombre d’alléles plus courts, la concentration mesurée de I'alléle
« mutant ».

Les résultats de cette expérience servent a optimiser le protocole de génotypage pour I'étude
d’estimation du taux de mutation afin de diminuer le nombre de PCRs.

2. Description de l'« état» génétique de l'espece: signatures de
déséquilibre, diversité génétique et structure génétique

A partir des 28 populations décrites en lll.1.a. et des 28 marqueurs microsatellites décrits en
1.1 .b, nous comptons tester plusieurs hypothéses démographiques (divergence, migration,
structuration) pour I'espéce Schistocerca gregaria et de ses deux sous-espéeces. Dans cette optique, il
est nécessaire de contrdler les biais ou déséquilibres aux hypothéses de génétique des populations.
Les marqueurs et les populations qui démontreraient un biais sont retirés du jeu de données pour la
suite des analyses.

a. Conformité aux équilibres d’Hardy-Weinberg et de liaison

Il est important de vérifier qu’au sein de notre jeu de données, il n’y a pas de trop de biais par
rapport a la situation d’équilibre d’"Hardy-Weinberg. Nous avons utilisé GENEPOP 4.1.4 (Raymond et
Rousset 1995) pour tester la validité de I'équilibre d’Hardy-Weinberg dans nos données. Un
déséquilibre qui apparaitrait pour une population pourrait aussi étre expliqué par une consanguinité
ou un apparentement des individus au sein de la population. Un marqueur qui montrerait un écart
avec Hardy-Weinberg pourrait, en fait, présenter des alleles nuls. Nous ne suspectons pas une
présence forte d’alleles nuls dans nos données, puisqu’un effort important de sélection des
marqueurs a été fait sur ce critere (les 28 marqueurs ont été choisis parmi 93 génotypés pour 6
populations d’Afrique de I'Ouest). Cependant comme ce travail précédent a été réalisé sur
S.g.gregaria, il est possible que des alleles nuls apparaissent pour les populations de S. g. flaviventris.
Ainsi, pour tous nos marqueurs, nous calculons aussi la proportion d’alleles nuls par population qu’ils
peuvent avoir avec FreeNA (Chapuis et Estoup 2007).

D’un autre c6té, nous avons testé, avec GENEPOP 4.1.4, le déséquilibre de liaison de nos
marqueurs qui pourrait ajouter un autre biais dans nos données, en associant préférentiellement
certains alleles de plusieurs loci entre eux.

Pour toutes ces analyses, comme ce sont des cas de multi-tests nous faisons une correction
FDR (False Discovery Rate) (Benjamini et Hochberg 1995). Pour ce faire, nous utilisons le package R
qvalue afin de corriger nos p-values.
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b. Test de marqueurs sous sélection

Les tests de sélection, que nous utilisons, comparent les statistiques observées pour nos
marqueurs et celles obtenues par simulation dans une situation de neutralité. Les simulations se font
sur la base de la coalescence, pour des modeles neutres dont les valeurs de parameétres génerent des
statistiques résumées les plus proches possible de notre jeu de données. Les marqueurs qui
possedent des statistiques observées en dehors de I'enveloppe de 95% des statistiques obtenues en
situation de neutralité sont alors considérés comme sous sélection. Nous utiliserons Fdist (Beaumont
et Nichols 1996), qui s’appuie sur la relation entre F; (estimation de Weir and Cockerham 1984) et He
(Nei 1987) pour des populations interconnectées, dans le cas des tests intra sous-especes.

Sur la base de deux sous-especes divergentes a I'équilibre, nous testerons la sélection avec DETSEL
(Vitalis et al. 2001), qui est construit a partir des statistiques multi-locus Fi pour décrire les
marqueurs, avec Fi=exp(-t/Ni) avec t le temps de divergence et Ni la taille efficace de la population i.
Pour l'instant, nous n’avons pas réussi a tester I'hypothése de sélection sous ce scénario de
divergence des populations. En effet, nous échouons a paramétrer 6 (égal a quatre fois le produit de
la taille efficace par le taux de mutation) de maniére réaliste, ce qui semble étre lié a une limite
maximale sur ce parametre, bien inférieure a la valeur compatible avec les diversités génétiques
élevées observées chez le Criquet pélerin. Nous utiliserons donc également Fdist 2 pour tester les
marqueurs sous sélection entre les deux sous-espéces.

c. Diversité au sein des/populations et différentiation entre populations

A partir du jeu de données considéré sans « biais », il parait intéressant de décrire les
populations présentes dans notre échantillonnage au moyen de plusieurs statistiques descriptives : le
nombre d’alléles, la richesse allélique Ar (pour une taille minimale de 9 individus) et I’hétérozygotie
attendue ou diversité génétique He (Nei 1987). Ces statistiques sont calculées avec Fstat 2.9.3.2
(Goudet 2002). Le test de comparaison de moyenne entre les sous-espéces est un test non
paramétrique de Wilcoxon.

Il est aussi possible de caractériser la « proximité » des populations entre elles, c'est-a-dire
d’avoir une idée de l'intensité des flux de génes ou de divergence entre ces populations. Cette
analyse de la structuration génétique est basée sur le Fg calculé par GENEPOP 4.1.4 (Weir and
Cockerham 1984). Chaque sous-espéce est caractérisée par un Fg global et un F entre sous-especes
et leurs populations par des F par paires (matrices de Fst). La significativité des F, par paire est
mesurée a partir de l'intervalle de confiance calculé par bootstrap de 1 000 répétitions sur FreeNA.
Etant donné que la précision du calcul de F; est de I'ordre de 0,008 (valeurs négatives minimales des
intervalles) et que des valeurs aussi petites de différentiation n’ont pas beaucoup de sens, nous
considérons qu’il y a de la différentiation lorsque l'intervalle de confiance est strictement positif et
inclut 0,01.

d. Analyse d’exces d’hétérozygotie, signature de goulot d’étranglement

A partir de I'hétérozygotie attendue He (Nei 1987), il est possible d’avoir une idée de la
présence d’un effondrement de population ou « goulot d’étranglement » (grosse réduction de taille
efficace) ou d’une expansion démographique (augmentation de taille efficace) au sein des
populations que nous étudions. La méthode a été développée par Cornuet et Luikart (Cornuet et
Luikart 1996). Elle s’appuie sur le fait que, lors d’un goulot d’étrangement ou « bottleneck » en
anglais, le nombre d’alleles diminue beaucoup plus que I'hétérozygotie attendue He. Ainsi, en
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comparant I'hétérozygotie attendue He (calculée a partir des fréquences alleliques) avec
I’'hétérozygotie attendue a I'équilibre Heq (calculée a partir du nombre d’alleles), il est possible
d’observer un exces d’hétérozygotie en cas de « bottleneck » et un déficit d’hétérozygotie en cas
d’expansion (Cornuet et Luikart 1996). Les résultats par locus sont analysés par un test de Wilcoxon.
Nous utiliserons ce principe avec le logiciel Bottleneck (Piry et al. 1999). Nous paramétrons le logiciel
avec un modele mutationnel TPM (Two Phase Model) autorisant des sauts multiples de motifs (0%
de SMM) dont la variance suit une loi géométrique estimé a 0,36.

3. Test d’'isolement démographique des deux sous-espéces

Pour avoir des précisions sur la présence de migration ou non, nous utiliserons un outil qui
compare la vraisemblance des deux modeéles possibles (dérive ou équilibre immigration/dérive)
sachant nos données (Ciofi et al. 1999). Chacun des 2 modeéles explore différentes valeurs de t/N et
de N*m (avec t le temps de divergence, N la taille efficace de la population et m le taux de migrants).
Le calcul est fondé sur la théorie de la coalescence et la simulation de chaine de Monte Carlo. Cette
approche est implémentée dans le logiciel 2MOD (Ciofi et al. 1999);(Streiff et al. 2005). La mutation
n’est pas simulée dans cette analyse. Au vu des temps de divergence et des tailles efficaces du
Criquet pélerin, cette hypothése n’est pas tres réaliste et cette analyse devra étre complétée par
d’autres (IMA par exemple).

Nous choisissons de lancer plusieurs fois les calculs pour vérifier la convergence de chacune
des chaines de Monte-Carlo. Chaque calcul est constitué d’un « burn-in » de 10 000 (valeurs retirées
du calcul) parmi 100 000 simulations pour s’assurer d’avoir une bonne mixité (fluctuations des
valeurs de vraisemblance). Cependant, I'analyse n’a pas abouti. Les valeurs de vraisemblance de six
simulations (en annexe 5) illustrent le fait qu’il n’a pas été possible d’avoir une bonne mixité de la
chaine de Monte-Carlo. Il n’y a aucun moyen de changer les parametres de calcul de 2MOD pour
améliorer la mixité des simulations. Il n’est alors pas possible de tester I'isolement démographique
de nos deux sous-espéeces.

4. Estimation de I'histoire évolutive neutre des sous-especes : temps de
divergence et tailles efficaces

a. Présentation de I'analyse utilisée

L’analyse que nous avons utilisé pour étudier la divergence des deux sous-espéces s’appuie sur
la théorie de la coalescence et sur de '’ABC (Approximate Bayesian Computation) afin d’inférer de
nombreux parameétres de nuisance et les caractéristiques démographiques. Cette méthode permet
d’obtenir une distribution des parameétres d’intéréts sans expliciter les calculs de vraisemblance.
Suivant le principe de I’ABC, 500 000 données simulées sont produites a partir de lois de répartition a
priori peu informées des parameétres que I'on souhaite estimer (voir les sections suivantes b et c).
Ensuite, pour chaque simulation, nous avons calculé 3 statistiques résumées caractérisant la
variation génétique intra-populationnelle et moyennées sur les loci: le nombre d’alléles,
I’'hétérozygotie attendue (Nei 1987), et la variance de taille allélique (en paires de bases) ainsi que
deux estimateurs de la différenciation génétique : le F; (Weir and Cockerham, 1984) et la distance de
Golstein (Goldstein et al. 1995). Pour chacune de ces simulations, les valeurs simulées des
statistiques résumées sont comparées.aux valeurs réellement observées_par un algorithme de
rejet/sélection et seules les simulations-les plus proches sont conservées (1%)..Ces simulations sont
alors sélectionnées et utilisées afin de tracer, apres régression, une loi de répartition a posteriori des

18



Tableau 4. Modéle

mutationnel

choisi en « prior » pour DIYABC
transcriptomique |génomique [transcriptomique |génomique
Loi Minimum Maximum
Taux de mutation moyen Uniforme 10° 10" 10 10°
Taux de mutation par locus Gamma (2)* 10° 10° 10° 10”
Paramétre P de la loi géométrique *
moyen Uniforme 0,1 0,5
Parameétre P de la loi géométrique
par locus Gamma (2)* 0,1 0,9
Taux moyen d'insertion de base
dans larégion flanquante Log-uniforme 10°® 10°
Taux d'insertion de base dans la
région flanquante par locus Gamma (2)° 10° 10*

# Le parametre P détermine la variance de la loi géométrique utilisé pour modéliser le changement du nombre d’unités répétées

(sous un GSM).

* Le parametre de la loi Gamma correspond au paramétre de densité de probabilité.



parametres. Indirectement, il est alors possible d’avoir une estimation plus ou moins précise des
parametres démographiques qui correspondent a notre jeu de données observées.

Pour cette étude, nous avons ainsi utilisé le logiciel DIYABC 2.0 dont l'interface permet de
simuler des données complexes (Cornuet et al. 2008). DIYABC présente, en fait, plusieurs atouts.
Entre autres, il propose l'utilisation d’'un modeéle GSM (Generalized Stepwise Mutation Model ;
(Zhivotovsky et al. 1997)) symétrique, et la possibilité d’avoir des évéenements d'insertion-délétion
dans la région flanquante, ce qui est soupconné pour beaucoup de nos marqueurs (Pascual et al.
2007). Ce type de modele, plus complexe, correspond bien mieux aux marqueurs microsatellites des
Orthopteres, et rend 'analyse plus réaliste. A notre connaissance, parmi les approches pour estimer
la divergence entre les populations ou les tailles effectives de populations, le traitement de DIYABC
est le seul a modéliser un GSM (contrairement a IMa ).

Un autre avantage, nouveau dans la version 2.0 de DIYABC, encore non disponible mais pour
laquelle nous avons été beta-testeurs au cours de ce stage, est qu’il est possible d’avoir plusieurs
catégories de marqueurs caractérisés par des modeles mutationnels différents (classiquement pour
analyser conjointement des données de génotypes microsatellites et de variation de séquences
nucléiques). Dans notre cas, il est particulierement intéressant de pouvoir définir un modele
mutationnel différent pour chacun des types de marqueurs « transcriptomiques » et « génomiques »
dans l'analyse, puisqu’il est hautement probable qu’ils ne partagent pas les mémes mécanismes
mutationnels (Prasad, 2005).

Nous avons utilisé comme jeu de donnée les 13 populations génotypées sur 6 jeux de
marqueurs (Tch7c retirée pour probléme de consanguinité).En plus des génotypes, le logiciel DIYABC
nécessite l'implémentation de deux modeles a priori: le modéle mutationnel et le modele
populationnel. Il nous faut informer la distribution a priori de chacun des parametres de ces modeéles.

b. Le modele mutationnel : information « réaliste » des parameétres de nuisance

Pour déterminer les priors décrivant les processus mutationnels, nous avons conservé les
valeurs par défaut de DIYABC a I’exception du taux de mutation que nous avons tenté d’informer de
maniere réaliste pour chacun des types de marqueurs. Cependant, pour un méme scénario
populationnel, nous avons fait 3 analyses différentes: deux avec les marqueurs
« transcriptomiques » « génomiques » séparés et une avec les deux types de marqueurs en méme
temps. Les résultats sont similaires avec une estimation des paramétres démographiques qui est plus
précise avec les deux types de marqueurs ensemble (écart-type plus petit). Du coup, nous ne
présentons que les résultats de cette analyse avec les deux types de marqueurs.

Dans un premier temps, nous avons utilisé lI'information disponible sur les processus
mutationnels des microsatellites chez les humains (Lai et Sun 2003). En utilisant la relation qui existe
entre longueur des microsatellites et taux de mutation, nous avons cherché a estimer quel devrait
étre le taux de mutation de nos marqueurs. Le taux de mutation estimé est environ 4,2.10" [4,2.10"3 ;
2.10™] pour les marqueurs génomiques (longueur moyenne de 23 motifs) et 7,5.10° [3.10™; 4.107)
pour les marqueurs transcriptomiques (longueur moyenne de 13 motifs) (Fig.11 et Tableau 3). Nous
avons alors décidé d’informer le taux de mutation avec une fenétre de prior de [10™; 10®] pour les
microsatellites génomiques et [10”; 10™] pour les microsatellites d’origine transcriptomiques. Par la
suite, pour chagque modele populationnel que nous testerons, nous garderons le méme modéle
mutationnel (Tableau 4). Dans un second temps, nous espérons informer les distributions a priori des
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Figure 12 : Arbre phylogénétique des espéces du genre Schistocerca, basé sur 'ADN mitochondrial (ND1-
ARNt-125-16S) (Lovejoy 2006). Les étoiles correspondent aux espéces génotypées par le laboratoire pour
informer la contrainte de taille de nos marqueurs.
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Figure 13: Les deux modeéles populationnels testés sur DIYABC: (a) un scénario de divergence avec
démographie constante : les deux sous-espéces de taille N1 (S.g.flaviventris) et N2 (S.g.gregaria) divergent il
y a un temps t1 d’une population ancestrale de taille Na; (b) scénario similaire a (a) avec démographie
variable : les deux sous-espéeces augmentent de taille, db générations apres la divergence, passant des tailles
N1b et N2b a N1 et N2.



taux de mutations par la mesure expérimentale du taux de mutation. De cette maniere, en spécifiant
un modeéle mutationnel propre a nos marqueurs et a notre espéce, nous cherchons a avoir une
estimation qui correspond mieux a la réalité. DIYABC requiert une information a priori sur le taux
moyen de mutation mais permet aussi qu’une variation par locus soit possible.

D’autre part, dans la parameétrisation de DIYABC, il est nécessaire de fournir une estimation de
la contrainte de taille propre a chaque marqueur utilisé, obtenue a partir de I'écart maximum de
taille allélique (en nombre de motifs). La valeur par défaut est de 40 motifs et des valeurs de 20 a 60
états continus sont traditionnellement choisies pour les études de simulation et d'inférence basées
sur les données microsatellites (Verdu et al. 2009). Cependant, comme les microsatellites acridiens
sont longs (Chapuis et al. 2012), I’équipe a obtenu une estimation précise en génotypant quelques
individus de 8 espéces proches de Schistocerca gregaria (Fig.12). Avoir une idée des alléles, qui
existent chez d’autres espeéces, c'est-a-dire dans un contexte de divergence assez grande, fournit des
informations sur la contrainte de taille maximale que les marqueurs peuvent présenter. En fait, a
partir des alleles observés chez les différentes espéces, il est possible d’informer la contrainte de
taille de chaque marqueur grace a une relation approchée par Pollock et al (Pollock et al. 1998) selon
la formule (Wk*(K+1))/(K-1)+1, avec K le nombre de populations divergentes et Wk=alléle max-alléle
min (I'intervalle de taille en nombre de motif) (Tableau 3).

c. Le modele populationnel : un modele de divergence des deux sous-especes

L'analyse issue de DIYABC fournit une estimation des paramétres composés, c'est-a-dire des
parametres originaux liés a la mutation : NS* et t*u. A partir de ces parameétres qui devraient étre
relativement bien informés grace aux données observées, il est envisageable d’obtenir une
estimation des parametres démographiques comme le temps de divergence t et les tailles efficaces
N1 deS. g. flaviventris et N2 de S. g. gregaria.

Le modele populationnel que nous souhaitons tester est assez simple (Fig. 13a) : les deux sous-
especes de taille efficace N1 et N2 ont divergé a un temps t1. Avant ce temps, les deux sous-espéces
formaient une population ancestrale de taille efficace Na. Nous avons choisi des lois de répartition de
valeurs a priori non informatives pour ces parameétres : Na, N1 et N2 en Log-uniforme s’étendant sur
[1000; 10 000 000] et t en Log-uniforme sur [100 ; 1 000 000]. Le temps de divergence s’exprime en
nombre de générations, en considérant 3 générations par an pour le Criquet pelerin. Cette
distribution a priori inclut le scénario suggéré par I’évolution du climat africain, décrite en 1l.1.a et en
figure 6. En effet, sous ce scénario, nous nous attendons a une divergence aux alentours de 9 000 a
21 000 ans avant notre ére, avec la fin du dernier age glaciaire (Uvarov, 1966).

Pour évaluer la qualité du modele, nous utilisons des analyses inclues dans DIYABC. Nous nous
intéressons a I’ACP calculée a partir des 500 000 simulations et sur laquelle est projetée également la
valeur correspondant aux données observées, ainsi que les 5000 simulations retenues pour le calcul
du posterior des parametres. Si la valeur des données observées se retrouve au milieu du nuage de
point, le modéle est considéré comme correct. Par ailleurs, nous vérifions aussi que les statistiques
résumées simulées retenues dans le posterior soient proches des statistiques observées.

d. Analyse de sensibilité du modele a la variation de taille efficace des
populations

A partir des données bioclimatiques africaines, il est facile d’imaginer que la divergence des
deux sous-especes, dont la cause est la réduction de leurs aires de répartition, puisse s’Taccompagner
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d’une réduction des tailles efficaces (Fig.6b), suivi d’'une augmentation de tailles efficaces jusqu’a nos
jours (Fig. 6a). Notre objectif est, ici, de mesurer la sensibilité de I'estimation des parameétres
démographiques a la possibilité d’une variation de taille : réduction de taille suivie d’'une expansion.
Nous pouvons nous attendre a un temps de divergence plus petit dans ce cas, puisque la
différentiation génétique actuelle sera expliquée par un temps de coalescence moins long du fait de
la présence d’un « bottleneck ».De ce fait, nous avons souhaité ajouter au modeéle précédent un
parametre de taille supplémentaire pour chacune des deux sous-especes. Le nouveau modele
populationnel a tester est présenté en figure 13b. Nous avons choisi d’utiliser des priors informés par
I’histoire biogéographique africaine : la réduction de tailles des deux sous-espéces est concomitante
a la divergence et dure db générations. La distribution a priori de la période db est uneLog-uniforme
[3000; 12 000] . Les nouveaux parametres de tailles efficaces N1b et N2b sont informés a priori par
une Log-uniforme sur [10 ; 100 000] et contraints a étre inférieurs aux valeurs de tailles N1 et N2 du
modele populationnel originel. Par le choix des valeurs de db, nous considérons que la réduction de
taille a une durée égale pour les deux sous-espéces qui se situe entre 1 000 et 4 000 ans aprés
I’événement de divergence
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Figure 14 : Sorties graphiques en sortie de I’analyse Fdist 2 (avec un zoom a droite). (a) le test entre
S. g. gregaria et S. g. flaviventris, (b) le test entre les populations de S. g. flaviventris et (c) le test entre
populations de S. g. gregaria. Les traits pleins représentent la médiane et les pointillés I'’enveloppe a 95% des
valeurs simulées pour des marqueurs qui ne sont pas sous sélection.



IV. Résultats

1. Description de la variation génétique des populations et construction
du jeu de données pour I’étude de la divergence

a. Conformité aux équilibres d’Hardy-Weinberg et de liaison

Nous avons vérifié les écarts aux hypotheses d’Hardy-Weinberg. Aprées correction FDR, 46 tests
apparaissent significatifs parmi 723 (6,4% des tests). Nous constatons que, parmi ces 46 cas, la
grande majorité (30) n’est pas associée préférentiellement a une population ou a un marqueur.
Cependant, 10 tests parmi 28 sont significatifs pour la population Tch7c et 6 tests parmi 14 sont
significatifs pour le locus Sgr36. De plus, le locus Sgr36 ne présente des alléles nuls que sur la sous-
espece S. g. flaviventris (moyenne de 16%). Si I'on retire la population Tch7c et le locus Sgr36 de
I’analyse, le nombre de tests significatifs est alors inférieur a 5% (4,4%).

D’autre part, nous nous sommes intéressés au déséquilibre de liaison. Apres correction FDR,
150 tests sont significatifs parmi 7233 (2,1%). Cette faible proportion ne parait pas tres inquiétante
d’autant plus que ces tests ne sont pas associés préférentiellement a un locus ou une paire de loci.
Cependant, 60 tests parmi 378 (15,9 %) pour la population Tch7c et 52 tests parmi 378 (13,8%) pour
la population GG sont significatifs.

b. Test de marqueurs sous sélection

Nous avons testé la présence de marqueurs sous sélection au sein des populations
échantillonnées. Ces tests se font sous I'hypothese de populations reliées par des flux de génes
(équilibre migration/dérive) au travers de Fdist 2 (Beaumont et Nichols 1996), puisque DETSEL ne
fonctionne pas. Les sorties de Fdist 2 sont présentées en Figure 14. Pour le test entre les deux « sous-
especes », il est possible de constater que diEST29 et diEST35 sont clairement en dehors de
I'enveloppe des 95% (Fig. 14a). lls sont sous sélection divergente et présentent un niveau de
différenciation entre les sous-especes de 0,61 et 0,81 respectivement. Nous pouvons remarquer que
ce sont deux marqueurs « transcriptomiques » qui sont observés sous sélection, confirmant la
littérature (Ellis, 2007).

Pour ce test et les deux tests au sein des sous-espéces, quelques autres loci, tous avec des
hétérozygoties He trés élevées, sont a I'extérieur mais tres proches de I'enveloppe de confiance qui
se rétrécie considérablement pour He supérieur a 0,9: SgM92 (Fig.14a), SgM66, SgM86, diEST2,
Sgr53, Sgr36 ,DL09, DL13 (Fig.14c). Nous considérons que ces marqueurs ne sont pas
problématiques.

D’autre part, il est curieux que le test de Fdist2 ne détecte pas le marqueur diEST12 sous
sélection stabilisante, bien qu'il soit peu diversifié et que les distributions de fréquences alléliques
soient similaires entre les 2 sous-espéces (Annexe 6). Nous suspectons un probleme de puissance de
détection de la sélection stabilisante mais en attendant les résultats des analyses DETSEL, nous
conservons ce marqueur dans notre jeu de données.

En conclusion des analyses de déséquilibre, le locus Sgr36 (écart a Hardy-Weinberg, alléeles
nuls) et les loci diEST29 et diEST35 (sous sélection divergente) sont retirés du jeu de données pour
les analyses suivantes. La population Tch7c (écart a Hardy-Weinberg et déséquilibre de liaison)
présente probablement de la consanguinité ou des individus apparentés et est également retirée
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Tableau 5 : Statistiques descriptives des deux sous-especes S. g. gregaria et S. g. flaviventris (en gras les
populations qui sortent significatives au test de Wilcoxon)

Hétérozygotie attendue Richesse allélique Hétérozygotie [Richesse allélique

He (pour 9individus) attendue He (pour 9individus)
Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne SgBB 0.765 8.96
S.g.flaviventris |S.g.gregaria [S.g.flaviventris |S.g.gregaria | [sgcc 0,781 8,90
SgM51 0,962 0,939 13,45 11,88| [sgbD 0,783 9,09
SgM92 0,934 0,850 11,06 8,59| [SgEE 0,776 8,65
SgM4l 0,919 0,949 10,75 12,85 [S9FF 0,777 8,84
SgM74 0,091 0,701 1,72 7,05 [S9CC Rl LD
» |SaMe6 0,929 0,917 11,32 11,06 “S"Oyﬂe;:/fi‘jemris 0777 657
g SgM96 0,924 0,921 10,28 10,97 Al-g.glNBEZH 852 570
§ SgM87 0,842 0,837 8,36 825 [nsqon 0850 977
2 |[SgMs8 0,933 0,931 11,06 11,40 (aisgoT 0,511 3,10
& |Sgmse 0,936 0,925 11,34 12,14 [sgn 0,856 10,33
DLO1 0,950 0,955 12,23 13,76] [MRSgAO 0,840 9,60
DLO6 0,922 0,935 10,73 11,91| [MRSgFd 0,783 7,82
DLO09 0,896 0,924 11,71 13,41 Z;Sg'” ggig 13'33
SgR53 0,948 0,942 16,29 16.30| 540 B Ve
DL13 0,800 0,949 8,10 17.49| [sqp 0.863 1048
diEST-30 0,767 0,765 5,63 538 [MRSgTa 0,835 9,63
diEST-16 0,257 0,811 2,29 7,56| |[MRSgT 0,842 9,35
¢ |diEST-11 0,623 0,624 3,62 4,60| [MRSQTY e A2
3 |dEST-8 0,964 0,889 13,55 9.17| S I —
E |diEST-40 0,862 0,767 7,97 520 Fren7b 0847 10,00
S |diEST-6 0,544 0,686 4,08 4.22] [tehte 0.840 9.45
S |diEST-28 0,681 0,913 4,01 10,73| [Tsg1BO 0,834 9,14
g |dEST-13 0,764 0,583 6,75 4,26| |TSg2BO 0,843 9,39
F |diIEST-12 0,189 0,332 2,11 2,70 |ISgFa 0,841 9,24
diEST-2 0,809 0,936 8,70 11,98 :égKe 0,831 347
diEST-37 0,976 0,962 14,71 14,30 (=dTa 9851 10,53

Moyenne

Moyenne 0,777 0,838 8,873 9,888| |S.g.gregaria 0,838 9,89

Tableau 6 : Indice de différentiation F;; observé pour les sous-espéces et pour trois populations particuliéres.
S.g.gregaria* correspond a la sous-espéce toute entiére incluant les individus des trois populations
particulieres (AISgOT, MRSgFd, SgTch7c). S.g.gregaria est constituée des individus de 19 populations sans les

trois populations. Les valeurs de F; en gras avec un astérisque sont significatives.

Fst global | Intervalle de confiance
S.g. flaviventris 0,0029 [0,0001;0,0051]
S.g. gregaria 0,0013 [0,0004,0,0022]
S.g. gregaria* 0,019* [0,0152;0,0226]

Fst par pair | Intervalle de confiance
S.g. gregaria-S.g. flaviventris 0,066* [0,0391,0,0926]
S.g. gregaria*-S.g. flaviventris 0,064* [0,041;0,0869]
S.g. gregaria- SgTch7c 0,0063 [0,0045;0,0083]
S.g. gregaria- MRSgFd 0,0191* [0,0122;0,0273]
S.g. gregaria- AISQOT 0,144* [0,1255;0,1622]




du jeu de données. Pour la suite, le jeu de données sera donc constitué de 25 marqueurs et de 27
populations.

c. Diversité génétique des populations

L'hétérozygotie attendue He, le nombre d’alleles échantillonnés et la richesse allelique Ar
calculés par Fstat sont en Tableau 5 (tableau complet en annexes 8, 9 et 10). Comme nous pouvons le
constater, toutes ces statistiques descriptives sont assez équivalentes entre nos populations .

Cependant, la population AISgOT apparait significativement différente de toutes les autres
populations (p<0,0008 pour He et p<0,0001 pour Ar). Elle possede une diversité génétique (He=0,511
et Ar=3,1) plus petite que les autres (He=0,829 et Ar=9,5). A partir du test de déséquilibre
démographique calculé a partir de I'hétérozygotie, cette méme population posséde un exces
d’hétérozygotie significatif (p=0,002), ce qui suggére un goulot d’étranglement récent subi par la
population. La population MRSgFd semble avoir une diversité génétique plus faible que les autres
populations (He=0.783 pour une moyenne de 0.838 sur les autres populations) mais le test est non-
significatif.

Si I'on s’intéresse a la comparaison des deux sous-espéces (Tableau 5), les statistiques
résumées He et Ar ne montrent pas de différence significative (p=0,66 pour He et p=0,33 pour Ar).

d. Structuration génétique entre populations

Les résultats de I'indice de différenciation F; sont présentés en tableau 6 et annexe 11. Deux
populations de S. g. gregaria présentent une différentiation significative par rapport a la sous-espece
(Tableau 6) : AISgOT (Fs; par pair=0,144), MRSgFd (F; par pair=0,0191). Ces deux populations ont subi
des événements démographiques qui sont alors différents de ceux de I'espéce. Comme nous |I'avons
vu précédemment, AlSgOT présente notamment des signes d’effondrement de taille de population.

Au niveau des sous-especes, il n’y a quasiment aucune différentiation (Fs gobal(flaviventris)=
0,0029 et Fy gobalgregaria)=0,0013) (Tableau 6). Par contre, il est possible d’observer une
structuration assez importante entre les deux sous-espéces (Fs, par pair = 0,066). Cette
différentiation traduit un isolement relatif de S. g. flaviventris par rapport a S. g. gregaria.

En conclusion de ces résultats sur la diversité et la structuration génétique, nous décidons de
retirer de nos données les deux populations AISgOT et MRSgFd pour la suite des analyses afin
d’éviter de biaiser nos résultats avec ces populations qui ont une histoire démographique
particuliere. Pour la suite, le jeu de données sera donc constitué de 25 marqueurs et de 25
populations.

2. Estimation de I'histoire évolutive neutre des sous-especes : temps de
divergence et tailles efficaces

a. Comparaison des modéles démographiques

La qualité d’estimation du modele de divergence simple des deux sous-espéces est comparée a
celle du modeéle introduisant une variation de taille efficace apres la divergence des deux sous-
especes . En figure 15 se trouvent les ACPs de la projection des valeurs simulées par rapport aux
données observées. Comme nous pouvons le constater pour le modele de divergence simple
(Fig.15a), le point correspondant a 'nos-données (observées) se situe en marge du nuage de points
tirés de la distribution a posteriori. En figure 15b, nous constatons que le point correspondant a nos
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Figure 15: Analyse de qualité du modeéle par I'intermédiaire d’une ACP (logiciel DIYABC) : (a) modele de
divergence avec un ancétre commun, (b) modéle avec I'ajout d’'un goulot d’étranglement. Un modéle est
satisfaisant lorsque le point des données observées est projeté dans le nuage des points des données
simulées.
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Figure 16 : Posterior des paramétres tul (a :génomique) et tu2 (b :transcriptomique) du modéle (vert) de
divergence le plus simple et du modeéle (rouge) avec un goulot d’étranglement (logiciel DIYABC). (Les
quantiles présentés sont ceux a 0,025 et 0,975 des valeurs ; tpl_b et tp2_b sont les paramétres du modeéle
avec goulot d’étranglement).



données observées est quand a lui bien centré, a la fois au milieu des simulations explorées a partir
des « priors » mais surtout au milieu des simulations « posteriors ». Le modéle de divergence avec un
changement de taille efficace simultané a la divergence semble donc mieux expliquer nos données
gue le modeéle simple.

La comparaison des valeurs observées et simulées des statistiques une a une et pour le modeéle
de divergence simple nous informent sur la cause de sa mauvaise adéquation avec nos données. En
effet, les hétérozygoties attendues He observées de S.g. flaviventris sont plus petites que celles
retenues dans les simulations (p=0,008 pour les marqueurs génomiques et p=0,02 pour les
transcriptomiques). Cette tendance existe pour S.g. gregaria mais n’est pas significative (p=0,1025
pour les génomiques et p=0,0565 pour les transcriptomiques). De la méme maniere, la valeur de F
observée entre les deux sous-espéces est plus grande que les Fg simulés (p=0,9945 et p=0,9955). Il
semble ainsi qu’un modéle incluant une variation de tailles des populations soit plus réaliste pour nos
données. Ce résultat de DIYABC est confirmée par les résultats des tests de présence d’'un
effondrement ou d’une expansion de population (logiciel Bottleneck) qui mettent en évidence un
déficit d’hétérozygotie de facon significative pour les deux sous-espéces (p=0,0005 pour
S.g.flaviventris et p=0,0007 pour S.g.gregaria). Sur les 23 marqueurs testés, 8 marqueurs présentent
un déficit d’hétérozygotie de facon significative pour S. g. flaviventris et 9 marqueurs pour
S. g. gregaria (p<0,05). Ce résultat suggere gu’il existe un signal d’expansion au sein des deux sous-
especes.

Le choix de ce modele démographique n’est pas anodin pour I'estimation du temps de
divergence. En effet, si nous nous intéressons aux parameétres composés tul (génomique) et tu2
(transcriptomique) (Fig.16) qui sont comparables entre nos deux modeles, nous observons que les
deux parametres de divergence sont plus petits dans le modele de variation des tailles des
populations. De plus, sous ce méme modele, leur estimation est plus précise. Les temps de
divergence correspondant exprimés en nombre de générations sont [3 630 ;80 100] dans le modele a
démographie variable et [7 610 ; 330 650] dans le modele a démographie constante.

b. Estimation des valeurs de parametres pour le modele démographique retenu

Etant donné que le modéle présentant une variation de taille efficace semble avoir plutot une
bonne qualité d’estimation, nous nous intéressons aux posteriors des parameétres évalués associés
(valeurs en tableau 7 et graphiques en annexe 12). Le temps de divergence est situé a 7830 ans
[1210; 26 700], en considérant 3 générations par an. Les parametres composés Ns*ul et Ns*u2 sont
respectivement 2,6 et 1,7 fois plus grand pour S.g.gregaria que pour S.g.flaviventris. De ce fait, la
taille efficace de S.g.gregaria est plus grande que celle de S.g.flaviventris :médiane et intervalles de
confiance respectivement a 1885000 [312 000;9330000] et a 1200000 [175 475 ;8 610 000]
individus. Ce rapport est accentué lors du goulot d’étranglement pour les parametres composés
N1b*ul et N2b*u2 et originaux N1b et N2b, puisque la taille efficace basse de S.g.gregaria est dix
fois plus grande que celle de S.g.flaviventris.

D’autre part, il est étonnant de voir que méme en permettant une variation de taille efficace
lors de la divergence, les parametres composés Na*ul et Na*u2 et la taille efficace Na sont trés
petits. Les données semblent avoir suffisamment d’information pour estimer a 5500 individus [1000 ;
59 312] la taille efficace de la population ancestrale.
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Tableau 7 : Présentation des estimations « postériors » de nos parameétres a partir du modeéle de divergence
avec variation de la taille efficace (en sortie de DIYABC)

Parametres composés Moyenne | Médiane ModE  [Quantile & 2,5% [Quantile & 97,5%
Na*ulancétre Na*ul 3,19 1,55 0,39 0,21 18,3
NS*ul Sg flaviventris NI1*ul 564,58 242 82,7 33,1 3560
NS*ulSg gregaria N2*ul 1160,27 628 240 79 5390
Nb*ul Sg flaviventris N1b*ul 1,9 0,35 0,00519 0 15,15
Nb*ul Sg gregaria N2b*ul 9,44 3,19 0,0249 0,02 54,7
t*ul 8,4 6,85 4,7 1,16 25,3
db*ul 2,47 2,01 1,41 0,56 7,26
Na*u2 ancétre Na*u2 0,73 0,34 0,139 0,04 3,66
NS*u2 Sg flaviventris N1*u2 118,11 59,2 43,6 8,46 696
NS*u2 Sg gregaria N2*u2 182,94 101 50,5 16,7 758
Nb*u2 Sg flaviventris N1b*u2 0,43 0,09 0,000817 0 3,42
Nb*u2 Sg gregaria N2b*u2 1,73 0,76 0,0144 0 7,53
t*u2 1,9 1,64 1,64 0,182 5,05
db*u2 0,51 0,47 0,421 0,138 1,07
Parameétres démographiques
temps de divergence t 29595 23500 22100 3620 80100
durée du bottleneck db 7140 6810 4320 3240 11700
taille efficace de la population ancestrale Na 11052 5500 1000 1000 59312
taille efficace de Sg flaviventris N1 1961828 1200000 781000 175475 8610000
taille efficace de Sg gregaria N2 2808129 1885000 826000 312000 9330000
taille efficace réduite de Sg flaviventris N1b 6298 1310 NA 14 49700
taille efficace réduite de Sg gregaria N2b 24594 12300 NA 49 93200
Parametres mutationnels
taux de mutation des marqueurs génomiques ul 3,30E-04 2,90E-04 1,92E-04 1,12E-04 8,12E-04
taux de mutation des marqueurs
transcriptomiques u2 6,80E-05 7,10E-05 8,65E-05 2,50E-05 9,80E-05
Parameétre de la loi géométrique modélisant
le changement du nombre de motifs pour les
marqueurs génomiques P1 3,17E-01 3,19E-01 3,14E-01 1,23E-01 4,93E-01
Parametre de la loi géométrique modélisant
le changement du nombre de motifs pour les
marqueurs transcriptomiques P2 4,44E-01 4,63E-01 4,88E-01 2,49E-01 5,17E-01
Taux d'insertion dans la région flanquante SNI1 2,70E-06 2,00E-06 2,62E-07 7,00E-08 9,20E-06
Taux d'insertion dans la région flanquante SNI2 2,50E-06 1,40E-06 5,88E-08 4,00E-08 9,60E-06




c. Information des parametres mutationnels : confirmation expérimentale des
taux de mutation des marqueurs microsatellites utilisés

i.  Résultat des tests préliminaires pour le développement de la méthode

Lors des tests préliminaires, nous avons pbservé que parmi les 15 marqueurs microsatellites

« génomiques », deux marqueurs, DLO1 et DLO9, présentent des profils GeneMapper rendant la
détection de l'allele « mutant » introduit difficile (environ 20% d’erreur). Pour ces deux marqueurs,
nous risquons de sous-estimer le taux de mutation et nous ne les considérerons donc pas par la suite.
Par ailleurs, pour les autres marqueurs, il est possible de lire les alleles mutants la plupart du temps,
y compris dans des situations difficiles (mutant long ou dans le stutter d’un alléle proche, voir des
exemples Fig.17). Mais nous n’avons pas vu l'allele « mutant » dans 11 cas. Ces 11 erreurs peuvent
s’expliquer par la concentration trop faible de I’allele mutant lors du « pool » des quatre extraits
d’ADN. En effet, pour ces 11 cas, I'alléle mutant était dans une concentration bien inférieure a la
concentration théorique de 1/16 (Fig.18). La concentration est en fait le seul facteur ayant un impact
significatif sur I'aire relative du pic mutant sur GeneMapper (GLM, p=0,005) (Fig. 18). Pour notre
expérience d’estimation du taux de mutation, nous avons été particulierement vigilants a

éme

I'ajustement systématique de la concentration au-dessus de 1/8°™.

il Taux de mutation observé par marqueur

Parmi les 13 marqueurs « génomiques » dont nous souhaitons estimer le taux de mutation,
nous avons observé une cinquantaine de profils « suspects » sur GeneMapper dont 10 trés sérieux
(Fig. 19 et annexe 13). Si nous considérons ces 10 mutations comme s(res, il est alors possible
d’estimer que les marqueurs DLO6 et SgM74 ont un taux de mutation de 5.10* (2 mutations) et
Sgr53, Sgr36, SgM51, SgM66, SgM96 et DL13 un taux de mutation de 2,5.10" (1 mutation). Ces taux
de mutation peuvent étre utiles pour affiner le modéle mutationnel des analyses mais doivent, avant
tout, étre confirmés (avec les autres profils « suspects ») par un génotypage individuel qui sera fait
prochainement.

Le taux de mutation global, calculé comme le rapport entre le nombre de mutations et le
nombre d’événements de méioses multiplié par le nombre le locus testés (10/(4000x13)), est de
(2.10™). Ce taux est trés proche du taux de mutation médian estimé par DIYABC (2,9.10™) et du taux
estimé a partir de la longueur en motifs (4,2.10™) (Lai et Sun, 2003). Ainsi, il n’y a pas nécessité, a ce
jour, de tester de nouveaux priors du taux de mutation dans DIYABC.
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V. Discussion

1. Conclusions sur la structuration génétique

a. Absence de structuration au sein des sous-espéces

A partir de 25 marqueurs microsatellites et de 28 populations, notre étude a montré que la
structuration au sein de chaque sous-espece du Criquet pélerin est faible, voire inexistante. Ce
résultat n’a rien d’étonnant face a la capacité de dispersion de cet insecte, notamment lors des
grandes périodes de pullulations (centaines de kms par jour)(Fig. 2). Nous savons que les populations
se déplacent en fonction des fluctuations saisonniéres pour trouver des habitats. En période
d’invasion, ces mouvements peuvent s’étendre de I’Afrique de I'Ouest a I’Afrique de I'Est (Waloff,
1966 ; suivi satellitaire FAO 2012). Pourtant, deux populations de la sous-espéce S. g. gregaria
présentent une différentiation génétique significative. AISgOT et MRSgFd présentent une signature
génétique de fondation ou de goulot d’étranglement (faible diversité et test de Bottleneck significatif
pour AISgOT). Les événements de fondation-extinction de populations dans des environnements
fluctuants tels que les milieux semi-arides peuvent induire rapidement une différentiation génétique.
Nos résultats font écho a la présence de structuration génétique observée en Erythrée par Ibrahim et
al (2000).

b. Une différentiation entre sous-especes probablement sous-estimée

Le niveau de différentiation génétique observée entre sous-espéces est significatif (6,6%).
Etudier la divergence entre les deux sous-espéces est alors cohérent. Cette valeur de différentiation
peut paraitre peu élevée. Cependant, Hedrick montre que le niveau de différentiation génétique
entre population estimé par le F,; est maximisé par le niveau d’hétérozygotie(Hedrick 1999). Afin
d’avoir une meilleure estimation du niveau de différentiation pour nos marqueurs qui ont des
hétérozygoties élevées, il est possible d’utiliser un Fy « corrigé ». La mesure standardisée du Fy
proposée par Meirmans (Meirmans 2006) est défini comme le rapport entre le F,;, de Weir and
Cockerham (1984) et le F;; maximal qui peut étre lu si tous les alleles de nos données étaient
différents entre les deux sous-espéces. Apres correction, nous mettons en évidence un niveau de
différentiation génétique de 0.31, donc élevé, entre nos sous-especes.

2. Conclusions sur le modele et les parametres démographiques

Les analyses sous DIYABC montrent que le scénario démographique de divergence qui explique
le mieux nos données est celui qui permet une variation de taille efficace apres la divergence. Cette
variation est en fait une expansion démographique de chaque sous-espéece peu apreés la divergence
et confirme les hypotheses paléoclimatiques. Par la suite, il sera possible de tester ces différents
scénarii en les comparant directement dans DIYABC. Ce serait plus élégant qu’une simple
comparaison de la qualité de I'estimation. Ce résultat est également confirmé par I'analyse utilisée
dans Bottleneck (Cornuet et Luikart 1996). Cette analyse permet de visualiser un événement récent
qui remonte a 2N-4N générations avec N représentant la taille efficace de la population (Piry et al
1999). Il est ainsi cohérent de visualiser une variation de taille efficace sur la longue période qui nous
sépare de la divergence, vu que les tailles efficaces sont de plusieurs centaines de milliers d’individus
pour I'espece.

26



Allele mutant 220 (marqueur DL13)

215 27 219 221 223 225 227 229 3 233 235 237 239 b2l 243 245 247 243 251 253 255 257 259 2
2400
2000
1600;
1200
300 /
e I L1
e e
jal 220 4l 233
Alléle mutant 207 (marqueur DLO6)
165 175 185 195 205

1400
1200
1000
800
600
400 /
0 7 " s

o
al 180

al 207

B

Alléle mutant 184 (marqueur DLO6)
162 164 166 168
1000

170 172 174 176 178 180 182 184 186 188

800
600
400

200 /

0

Allele mutant 232 (marqueur SgM51)

217 219 221 223 225 227 229 23

233 235 237 239 8 243

4000 ‘

3000 /

2000

1000

Bz [

4 232

Allele mutant 360 (marqueur Sgr36)

33 353 355 357

359

1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
o

| 381 3
[az58 [arz73
a1 360

63 365 367 369 37 373 375 377

Figure 19: Cinq premiers profils GeneMapper ou 'on suspecte la présence de mutations de fagon tres
sérieuse



En effet, sous ce scénario, les valeurs estimées des tailles efficaces actuelles sont élevées, bien
gu’imprécises pour les deux sous-espéeces : 1200 000 [175 475 ;8 610 000] pour'S. g. flaviventris et
1885 000 [312 000 ;9 330 000] pour S. g. gregaria. La taille de S. g. gregaria est plus élevée que celle
de S. g. flaviventris, en accord avec les indices génétiques observés. Les tailles efficaces pendant le
goulot d’étranglement sont mal estimées mais celle de S. g. gregaria est 10 fois plus grande. Ceci est
un peu étonnant vu que l'aire de répartition de S. g. flaviventris est censée étre plus stable que I'aire
de S.g.gregaria du point de vue de I'évolution du climat africain. Cependant, l'aire de
S. g. flaviventris est également bien plus petite dés I'origine et les populations peuvent ainsi étre plus
fortement affectées méme par une réduction d’aire d’habitat moins importante.

Le temps de divergence associé a ce scénario est centré sur 7 800 ans et est inférieur a 27 000 ans
(intervalle : [1210; 26 700]). Cela confirme plutét bien que I'événement de divergence a eu lieu entre
le dernier age glaciaire et notre époque. La médiane du temps de divergence place de fagon
cohérente la divergence lorsque l'aire potentielle de répartition du Criquet pélerin était la plus
réduite (Fig. 6b). On peut noter qu’une source d’imprécision de I'estimation du temps de divergence
provient de la valeur utilisée pour le nombre annuel de générations de Criquet pelerin. Nous avons
postulé une moyenne de trois générations par an en se référant a la biologie actuelle. Mais ce
nombre varie surement entre les deux sous-espéces et surtout, il a certainement évolué au cours des
périodes paléoclimatiques.

3. Deux sources de biais‘potentielles dans nos résultats

a. Lanon prise en compte dela migration

Le fait de ne pas avoir pris en compte la possibilité de migration dans I'analyse DIYABC a pu
insérer un biais dans nos résultats. Les signaux qui nous ont poussés a considérer une variation de
taille efficace dans notre modele pourrait provenir de I'absence de migration dans le modele. Etudier
la présence de migration, en absence de mutation, comme sur 2MOD, est imparfait puisque le temps
de divergence et les tailles efficaces du Criquet pelerin sont élevés, ainsi que probablement le taux de
mutation aux marqueurs microsatellites. Pour tenir compte de la migration, I'utilisation du logiciel
IMa (Hey et Nielsen 2007), fondé sur un modele de deux populations en équilibre migration-
mutation-dérive est pertinente. L'estimation qui en ressortirait serait intéressante. Cependant, cette
analyse s’appuie sur un SMM, modele mutationnel trés différent de celui de nos marqueurs (Kimura
et Ohta 1978). Il est peu vraisemblable qu’un modéle SMM représente bien la variation microsatellite
observée chez le Criquet pelerin. D’ailleurs, d’autres analyses utilisées au cours de ce stage, telle que
Fdist par exemple, sont fondés sur ce modele mutationnel irréaliste.

b. .Des résultats sensibles au modele mutationnel

Dans notre analyse DIYABC, nous nous attendons aussi a ce que notre choix de modeéle
mutationnel influence nos résultats. Alors que la valeur du paramétre de la loi géométrique du GSM,
P, est suspectée étre de 0,22 pour les microsatellites humains, nous avons choisi une fenétre a priori
pour ce parametre large [0,1; 0,5]. Ce choix a été conditionné par les distributions a posteriori de ce
parametre pour les marqueurs transcriptomiques qui butait sur la droite lorsque le prior était limité
par l'intervalle par défaut [0,1; 0,3]. Nous redoutons que les valeurs de P et nos choix sur les priors
influencent les statistiques résumées de la méme maniére que pour la différence SMM/GSM (voir
résultats (Chapuis et al. 2010) (Fig.20). En effet, dans ce dernier cas, on observe des réponses
différentes du nombre d’alleles et des hétérozygoties aux modéles mutationnels, qui créent un
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d’hétérozygotie’ tout comme une expansion démographique. . L'influence du parametre P sur les
statistiques résumées mérite une attention particuliere pour faire face a ce probléeme. Des
simulations additionnelles sur DIYABC viennent d’invalider cette hypothése puisqu’un prior standard
pour le paramétre P ([0,1 ; 0,3]) donne des résultats similaires a ceux trouvés au cours du stage.

4. Une estimation cohérente du taux de mutation de nos marqueurs

Il est important d’avoir une estimation des parametres de notre modele mutationnel qui
corresponde a notre espéce pour que les résultats soient plus réalistes. C'est ce que nous avons
commencé a faire dans ce travail avec le taux de mutation. Le taux global estimé de 2.10™ parait
cohérent avec les résultats de DIYABC et les estimations de la littérature. Ce qui est rassurant pour
notre étude. Mais le seuil de détection de notre expérience est encore trop faible pour informer tous
nos marqueurs (surtout pour les marqueurs courts et les marqueurs transcriptomiques). Il faut alors
par la suite augmenter le nombre d’individus génotypés. C'est en partie possible rapidement car
nous avons encore en réserve 1500 ceufs fréres et sceurs des individus d’élevage génotypés.
Cependant, il faut étre particulierement vigilant a I'influence des conditions d’élevage et de stress sur
le taux de mutation (Fonville, 2011). Il ne sera peut-étre pas facile de reproduire exactement les
mémes conditions, ce qui pourrait changer un peu le taux de mutation.

5. Une meilleure connaissance des processus neutres pour calibrer les
études sur les traits liés a la phase

L'échelle spatiale de la structuration génétique au sein de chaque sous-espece permet de
définir les unités génétiques qui guideront, avec les données de l'environnement, le choix des
populations a échantillonner pour des études expérimentales. Nos résultats montrent I'impossibilité
d’utiliser des réplicats génétiques dans le cas présent, puisque la grande majorité des populations de
chaque sous-espéce partagent la méme distribution de fréquences alléliques (non différenciées).

Grace aux résultats de I'analyse de divergence des deux sous-especes de S. gregaria, nous
avons une idée de l'intensité de la force de dérive qui s’exerce sur chaque sous-espéce. Cette force
de dérive n’est pas trés grande puisque le temps de divergence est petit (médiane a 7800 ans) et que
les tailles efficaces des sous-especes sont tres grandes (médiane a plus d’un millions d’individus). Il
est maintenant possible grace a ces estimations d’informer les futures analyses sur la force de dérive
et de mieux discerner les forces évolutives. En particulier, les valeurs de parametres démographiques
des deux population (temps de divergence et tailles efficaces) seront précieuses pour modéliser de
maniére réaliste les processus évolutifs neutres agissant dans les populations dans le cadre (1) du
développement de modeéles démo-génétiques pour évaluer l'influence d’un trait divergent (ex
comportement grégaire) sur la dynamique des populations et (2) de la paramétrisation de tests de
détection de génes sous sélection (ex sur données génomiques).

6. Perspectives méthodologiques pour mieux informer I'histoire
évolutive des deux sous-especes de S. g. gregaria

a. Intégrer dans l'analyse des marqueurs génétiques qui informent sur des
temps anciens

L'utilisation de-séquences ADN rpeut étre complémentaire de ['utilisation de marqueurs
microsatellites. Grace a: la version 2 de DIYABC, il ‘est' possible de' reproduire. nos analyses de
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divergence en utilisant ces deux types de marqueurs en méme temps. Les séquences sont un
meilleur indicateur des temps de divergence trés grand (Fig.21) (Cornuet et al. 2010).

Une possibilité pourrait étre de développer des séquences mitochondriales sur le Criquet
pelerin. Certaines séquences utilisées classiquement telles que les séquences correspondant aux
sous-unités ribosomales (28S 5.8S 18S par exemple) ou au COI (Cytochrome oxydase |) peuvent étre
tres intéressantes car elles sont bien connues (métagénomique, barcoding, etc...). Cependant, ce
type de séquence ne parait pas le plus adapté dans le cas présent. En effet, la variabilité
intraspécifique observée est insuffisante. Des analyses préliminaires récentes (Lovejoy 2006 ; équipe
CIRAD) ont montré que les différences de séquences entre individus de S. g.gregaria et de
S. g. flaviventris sont infimes. De plus, de nombreux Orthoptéres, et notamment le Criquet pelerin,
présentent des introgressions de séquences mitochondriales dans le génome nucléaire Numts
(Nuclear Mitochondrial Pseudogenes) (Bensasson et al. 2000);(Zhang et Hewitt 1996). Il est alors
difficile lors de I'amplification ADN de véritablement distinguer la séquence mitochondriale parmi
toutes les séquences observées, si ce n’est par un effort intense de clonage. Des tentatives pour
trouver des amorces spécifiques des versions mitochondriales de Col (Moulton et al. 2010) ont
échoué jusqu’a présent sur le Criquet pelerin. Pour ces raisons, toutes les séquences mitochondriales
sont peu utilisables.

Les séquences nucléaires constituent une autre source de marqueurs génétiques. Les ITS
(Internal Transcribed Spacer), sont tres étudiés et souvent assez variables. Dans le cas du Criquet
pélerin, les ITS ne sont pas utilisables car ils présentent des insertions-délétions dans les introns qui
empéchent un bon alignement. Les séquences de gene (ou de leurs introns associés) sont moins bien
connus, souvent propres a chaque espéce et étudiées pour leur lien avec des traits sous sélection. Un
enjeu actuel au laboratoire est d’identifier des genes nucléaires opérationnels chez les criquets et
ayant de bonnes résolutions phylogéographiques. Des pistes sont a I'étude dans I'équipe : Facteur
d’élongation 1, Actine et GAPDH. Par ailleurs, la séquence Homéobox utilisée par Ibrahim et a/ (2000)
serait une piste a ce sujet. En paralléle, I'utilisation des techniques de séquencage de nouvelle
génération serait une voie prometteuse pour cibler plus efficacement un grand nombre de génes.

b. Ajouter une population plus divergente dans I’analyse

Pour préciser la divergence entre les deux sous-especes, il pourrait étre intéressant d’avoir une
autre espece du genre Schistocerca dans les analyses. Cela est possible car les marqueurs
microsatellites possédent, en fait, une assez bonne amplification croisée chez les espéces proches du
genre Schistocerca. Treize d’entre eux amplifient sur une population de 31 individus de Schistocerca
americana et sont polymorphes. Les marqueurs transcriptomiques se sont révélés étre meilleurs a ce
sujet que les génomiques, en accord avec la littérature (Ellis 2007, Kim, 2008).

Lovejoy et al. (2006) ont observé un taux de divergence d’au moins 3-4% entre les séquences
de S. gregaria et les autres especes du genre Schistocerca présentes en Amérique. La date de
séparation des autres espéces remonterait ainsi a au moins 3 millions d’années en prenant un taux
de divergence constant de 1,1% par million d’années (Brower 1994). La divergence entre
Schistocerca americana et I'ancétre des deux sous-especes pourrait servir de référence dans le
modele. Il est possible que I'ajout de cet évéenement calibré dans DIYABC, bien que beaucoup plus
ancien, permette de mieux estimer le temps de divergence entre les deux sous-espéces de
Schistocerca gregaria.
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Annexe 2 : Protocole de la PCR utilisée dans notre étude :

Solution pour la PCR par Multiplexage QIAGEN (96 puits) :

e  500uL MasterMix QIAGEN (MgCl2, HotStart Taqg DNA polymerase,dNTPs, buffer)
e 100uL solution Q

e 100puL d’amorces (multiplexées) 10X

e 100pL d’eau

e Dépobt 8yl de cette solution et de 2uL d’ADN dans chaque puits

Programme PCR utilisé :

L’amplification ADN par PCR est faite sur un thermocyclerTC-512 (Techne)
Un programme Touchdown qui consiste a baisser la température de 0,5°C par cycle
pendant les 10 premiers cycles de 60°C a 55°C afin d’améliorer I'amorgage de
I"amplification est utilisé pour I'amplification ADN.
Une phase de dénaturation de 15 min a 94°C démarre la PCR a proprement parler
Elle est suivie de 35 cycles constitués des étapes ci-dessous :
¢ dénaturation pendant 30 s a 94°C
¢ hybridation pendant 90 s
¢ élongation pendant 75 sa 72°C
o La PCR s’acheve ensuite par une étape d’élongation de 20 min a 72°C

Préparation pour génotypage :

Dilution du produit PCR au 30°™ dans I'eau (2pL dans 68pL d’eau)
Préparation d’une solution de 1,5mL de formamide auquel on ajoute 11uL de marqueur
de taille GeneScan-500LIZ

o Dilution de FADN dilué au ~1/10°" (Par puits:1,5uL dans 15uL de solution
formamide/marqueur de taille)

o Solution préte pour génotypage sur séquenceur ABI 3130



Annexe 3 : Conditions d’élevage isolées du criquet pélerin d’ou sont issus les
larves utilisées dans I’estimation du taux de mutation

o Structure d’élevage

Les structures d’élevage individuel mises au point par I'équipe sont modifiées d’apres Hoste et al.
(2003). Elles ont été congues selon trois principes : la maniabilité, I’homogénéité des conditions et la limitation
des stimuli de grégarisation entre cages. Roessingh et al. (1998) ont montré sur le criquet pélerin que (i) la
grégarisation est fortement induite par des stimuli tactiles, (ii) que la vue et I'olfaction combinées ou la vue a
long terme permet une grégarisation notable, (iii) que la vue seule ne permet qu’une grégarisation tres
partielle et (iiii) que I'odorat ne permet pas de grégarisation (quatre composants de la phéromone d’agrégation
male ont été testés). Cependant, deux composants de cette hormone ainsi que la phéromone d’agrégation
larvaire n’ont pas été testés. Le systeme d’élevage proprement dit est composé de chariots sur roulettes a six
plateaux contenant chacun 36 cages en plastique d’un litre (8cm x8cm x 12cm) suspendues. Trois
améliorations ont été apportées au protocole de Hoste et al,, 2003. Le couvercle des cages est percé d’une
soixantaine de trous de deux millimétres de diamétre pour permettre I'aération de la cage. Afin
d’homogénéiser les conditions de luminosité au sein d’un chariot, des néons froids sont installés sur les
chariots toutes les deux rangées. Afin d’éliminer tout stimulus visuel entre cages individuelles, chacune d’elles
est opacifiée par pongage.

o Maintenance

Les chambres ont été maintenues a une température de 34° C jour avec une humidité constante de
50%. Afin de minimiser les stimuli olfactifs entre cages, un renouvellement de I'air a été mis en place pour
chaque chambre, par une ventilation de 20 volumes horaire. La totalité de I'expérience s’est déroulée sous un
photo-régime de 12 heures de présence d’éclairage et 12 heures d’absence d’éclairage. Les adultes sont nourris
tous les 2 ou 3 jours avec du blé germé et une ration de son en complément. Le blé est cultivé sur vermiculite
en plaque de culture. Chaque portion introduite dans la cage est contenue dans une boite d’emballage de
pellicule photo pour garder la turgescence des pousses.

o Reproduction

Les accouplements ont été déterminés pour satisfaire les besoins d’une expérience de génétique
guantitative menée par Benjamin Pélissié. A maturité sexuelle (environ 30 jours aprés la mue imaginale), une
femelle et un male sont placés ensemble 48 h dans une cage individuelle. A la séparation, le grillage du bas des
cages femelles est enlevé afin d’insérer un pot de ponte (5cm x 10cm). Le pot de ponte est renouvelé une fois
au bout de 2 jours et 7 jours plus tard, les mémes couples sont formés a nouveau et on réitere ce processus
jusqu’a la g40me ponte si possible. Les pots de pontes sont remplis de sable humidifié a 10% et sont percés a la
base pour ajuster 'lhumidité. Le sable est du sable d’aquarium. Il est recyclé a partir des pontes précédentes
par tamisage puis par stérilisation en étuve a 90 °C pendant 24 heures. Les pots de ponte sont vérifiés tous les
2 jours en les faisant tourner sur leur axe. Les femelles pondent généralement 1 a 2 jours apres I'accouplement.
La seconde ponte a lieu généralement 2 a 3 jours plus tard et une troisieme quelques jours plus tard. Les pots
de ponte sont alors recouverts de moustiquaire en tissu et réhumidifiés |légerement a I'aide d’une pissette pour
compenser |'évaporation. Il faut environ 12 jours avant I’éclosion de la nouvelle génération. 24 heures apres
I’éclosion, les larves sont sexées a I'aide d’une binoculaire et mesurées. Elles sont ensuite conservés dans
I'alcool absolu, disponibles pour les extractions ADN.



Annexe 4 : Grandes lignes du protocole d’extraction ADN en plaque (©OMAX)

1ére

phase : dissection et digestion

* o

* & & o o

zéme

Préchauffer I’étuve a 55°C et mettre le tampon ACL au bain-marie a 37°C

Pour le nettoyage du matériel de dissection, préparer une solution 2/3 eau — 1/3 d’eau de
javel

Dans une plaque QIAGEN bleue, mettre une patte par puits, et mettre le reste de I'individu
dans une autre plaque dans le puits correspondant

Mélanger 28 ml de tampon ACL et 2 ml de proteinase K dans un tube Falcon (trait de 30ml)
Mettre 300 pl du mélange dans chaque puits (combitips sur 300ul)

Centrifuger pour que toutes les pattes soient bien en contact avec le milieu de lyse

Fermer avec les bouchons pour éviter I’évaporation

Mettre a 55°C avec agitation pendant au moins 2-3 heures

phase : extraction en colonne

* & o o

* & & O o o o

Mettre le tampon d’élution au bain marie a 60°C

Centrifuger (1 pulse) avant d’ouvrir les bouchons des tubes de la plaque (sortie d’incubation)
Enlever les bouchons en gardant I'ordre pour pouvoir les remettre

Mettre 300 pl de solution AB dans chaque puits (multicanaux 3X300ul) et refermer
(utilisation des pointes 1200ul BIOHIT)

« Shaker » a la main 30 s les plaques et centrifuger 5 min a 6000 rpm

Mettre les plaques avec colonnes BioBasic sur les portoirs QIAGEN, et transférer 700 pl de
chaque puits sur les colonnes (700ul avec multicanaux en mode « pipette », vitesse 1)
(plonger les cones en deux étapes dans la barette pour éviter de faire déborder)

Fermer les plaques avec un film en aluminium et centrifuger 5 min a 6000 rpm

Ajouter 500 pl de « Wash solution » (multicanaux 2X500pl, avec une 1% imprégnation)
Refermer le film alu et centrifuger 5 min a 6000 rpm

Ajouter 500 pl de « Wash solution » (multicanaux 2X500ul). Ne pas refermer avec un film alu !

Centrifuger 15 min a 6000 rpm

Mettre les colonnes sur les plaques d’élution QIAGEN

Ajouter sur chaque colonne 50 ul de tampon d’élution (chauffé a 60°C)
(multicanaux 12X50pl, avec une 1° imprégnation) et fermer avec un film aluminium
Laisser incuber pendant 2 min

Centrifuger 2 min a 6000 rpm

Répéter cette étape d’élution une deuxieme fois

puis mettre des bouchons sur les plaques d’élution

\



Annexe 5: Simulations de I’analyse pour tester la présence de
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Annexe 6 : Distribution des fréquences alléliques pour le marqueur diEST12
entre les deux sous-espéeces
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Annexe 7 : Distribution des fréquences alléliques des marqueurs comparées
entre les deux sous-espéces (en rouge S.g.gregaria et en vert

. .
S.g.flaviventris)
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Annexe 11 : Matrice des F,; observés par pairs pour nos 28 populations (en
bas) et des intervalles de confiance (en haut).
Une étoile correspond a un résultat significatif.

SgBB SgCcC SgbD SgEE SgFF SgGG __ AISgINBE _ AISgOA  AISgOT SgN MRSgAO  MRSgFd _MRSgim SgJ

SgBB [0,0422;0,1074] [0,0508;0,1298] [0,1714;0,2364] [0,0471,0,1005] [0,0468,0,1133] [0,0618,0,1421] [0,0503;0,1169] [0,0468;0,1047]
SgcC [0,0356;0,0893] [0,0438;0,1174] [0,1599;0,2278] [0,0416;0,0908] [0,0391;0,0979] [0,051;0,1215] [0,0417,0,1048] [0,0443;0,0915]
SgbD [0,0363;0,0856] [0,0455;0,1104] [0,1553;0,2381] [0,0408;0,0825] [0,0403;0,0899] [0,0551,0,1192] [0,042;0,0969] [0,0416;0,0859]
SgEE [0,0428;0,0006] [0,0492;0,1196] [0,1584:0,2386] [0,0419,0,0919] [0,0433,0,1014] [0,0609;0,1276] [0,0476;0,1075] [0,0453;0,0026]
SgFF [0,0391;0,0015] [0,0475;0,1142] [0,1612;0,2337] [0,0394;0,0866] [0,0413;0,0949] [0,0539;0,1191] [0,0454;0,1005] [0,0407;0,0879]
SgGG [0,0409;0,1075] [0,0491;0,1316] [0,1668;0,2396] [0,0421;0,0972] [0,0447;0,1114] [0,0545,0,139] [0,04830,1181] [0,0451;0,1027]
AISgINBE 0,0711* 0,0601* 0,0597* 0,0661* 0,0628* 0,0687*
AISgOA 0,0864* 0,0763* 0,0748* 0,0821* 0,0782* 0,0849*
AISgOT 0,2039*  0,1948*  0,1958* 0,199% 0,1993*  0,2018*
SgN 0,0717* 0,0638* 0,0603* 0,0659* 0,0612* 0,0663*

MRSgAO 0,0766* 0,0662* 0,0643* 0,0718* 0,0665* 0,073*
MRSgFd 0,0989* 0,0835* 0,0859* 0,0934* 0,0859* 0,0927*

MRSgIm 0,0804* 0,0691* 0,0668* 0,0755* 0,0716* 0,0774*
SgJ 0,0735* 0,0656* 0,0631* 0,0684* 0,064* 0,0698*
Sgo 0,0741* 0,065* 0,0638* 0,0678* 0,0652* 0,0694*
SgP 0,0731* 0,0644* 0,0604* 0,0665* 0,0651* 0,0677*
MRSgTa 0,0735* 0,0626* 0,0618* 0,0679*  0,0633* 0,0696*
MRSgTi 0,078* 0,0696* 0,065* 0,0729* 0,0685* 0,0747*
MRSgTr 0,0796* 0,0688* 0,0675* 0,075* 0,0712* 0,0763*
Soud 0,0914* 0,0817* 0,0788* 0,0828* 0,083* 0,0879*
SgTch7a 0,0731* 0,0611* 0,0605* 0,0633* 0,0619* 0,066*
SgTch7b 0,0736* 0,0666* 0,0635* 0,0689* 0,0655* 0,0697*
SgTch7c 0,0787* 0,0686* 0,0668* 0,0738*  0,0699* 0,0743*
TSg1BO 0,0795* 0,0707* 0,0703* 0,0831* 0,0726* 0,0756*
TSg2BO 0,0789* 0,0706* 0,0702* 0,0762* 0,07* 0,0792*
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Annexe 12 : Posterior des parameétres en sortie de DIYABC pour le modeéle
retenu avec variation de la taille efficace suite a la divergence
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Annexe 13 : Profil GeneMapper des « pools » de 4 individus ou I'on suspecte

une mutation sérieuse (les deux premiéres lignes correspondent aux profils
parentaux et la troisieme au profil du « pool »)
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Allele 220 mutant (marqueur DL13)
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Allele 213 mutant (marqueur SgM96)
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Allele 184 mutant (marqueur DLO6)
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Résumé

Le Criquet pelerin, Schistocerca gregaria est une espéce d’importance économique majeure au
niveau mondial, qui sévit en Afrique du Nord, au Moyen-Orient et en Asie. Cet insecte ravageur est
soumis a des augmentations énormes et imprévisibles de la taille de ses populations, associées a un
changement d’'une phase solitaire, inactive et dispersée, a une phase grégaire, trés mobile et
agrégative. Bien que S. gregaria soit I'espece de locuste la plus redoutée et étudiée, son histoire
évolutive et sa structuration génétique sont encore mal connues. L'objectif de ce stage est de
décrire, a I'aide de 28 marqueurs microsatellites, les relations génétiques entre la sous-espece
nominale S. g. gregaria trés redoutée et la sous-espece S. g. flaviventris, anecdotique en Afrique
australe et dont les populations présentent une faible propension a grégariser. Nous nous
intéressons a l‘influence des processus neutres sur la différence observée entre ces deux sous-
especes. Nous avons utilisé une méthode d’inférence bayésienne basée sur la coalescence pour
estimer le temps de divergence entre les deux sous-espeéces et les tailles efficaces de chacune d’elles.
L’histoire démographique des sous-especes présentent en fait un événement d’expansion récent
avec un temps de divergence de 7 800 ans environ. Les tailles efficaces des sous-especes sont
grandes et s’élévent a plusieurs centaines de milliers d’individus. La force de dérive qui s’exerce sur
nos sous-especes n’est alors pas trés élevée. Afin d’augmenter la précision d’inférence des
paramétres démographiques par [I'approche bayésienne utilisée, nous avons estimé
expérimentalement le taux de mutations germinales aux marqueurs microsatellites. Nous avons
observé un taux global de mutation de 2.10™ ce qui est comparable a I'attendu.

Mot-clé : Criquet pélerin, microsatellite, ABC, dérive, taux mutation germinal, biogéographie

Abstract

The desert locust, Schistocerca gregaria, is one of the major pests in the world, mostly in West
Africa, in Middle East and in some Asian countries. This insect is able to increase drastically its
population, while it changes from one solitary phase to a very active gregarious phase. Gregarious
locusts change their behavior and aggregate a lot, forming swarms which can disperse really far.
When huge outbreak occurs the agricultural production is at risk. Although it is a well known pest, its
evolutionary history and its genetic structure has not been really studied. The aim of this work is to
study the genetic link between two subspecies which slightly differ in the ability to gregarise: the
infamous S. g. gregaria and S. g. flaviventris which swarms only rarely. We focus particularly on
neutral processes that could have influenced this difference in the ability of gregarisation. Population
genetics is a useful tool to infer population demographic parameters such time since divergence and
occurrence of gene flow between S. g. flaviventris and S. g.gregaria, by applying Bayesian inference

based on the coalescent to the genotyped populations.|The demographic history that we identified

includes an expansion event for both species just after the divergence around 7 800 years ago. The
effective sizes of the subspecies are quite big because they can reach several hundred thousand.
With these values, the drift is expected not to play a big influence on differentiation. To improve the
mutation model accuracy in the Bayesian inference, 2000 nymphs were genotyped to estimate the
microsatellite mutation rate. We observe a global mutation rate of 2.10™ that is not far from
literature estimation.

Key-words : Desert locust, microsatellite, ABC, drift, mutation rate, biogeography
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