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Résumé : Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera, Noctuidae) est un ravageur majeur du mais
et du sorgho cultivé en Afrique Subsaharienne. Des différences observées dans les traits de
vie et I'écologie de l'espéce entre les populations Est et Ouest africaines suggérent l'existence
de populations génétiquement différenciées selon la géographie ou les types de biotopes. Le
role des plantes hotes, et notamment celui des deux principales plantes cultivées consommées
par l'insecte, dans I'éventuelle structuration génétique de ses populations est a déterminer. Une
vaste étude phylogéographique basée sur l'utilisation d'un marqueur mitochondrial, le
cytochrome b et sur l'analyse de nombreux échantillons (590 individus provenant de 112
localités incluant la majeure partie de 1’aire de distribution de foreur), a été réalisée. Cette
étude a révélé 1’existence de trois clades principaux d'haplotypes (W, K1, KII) correspondant &
des populations isolées & ’Ouest et a I’Est de I’Afrique au Pléistocéne, il y a environ un
million d’années. Le clade W localisé en Afrique de 1’Ouest est isolé géographiquement des
clades K1 et KII qui sont partiellement sympatriques. Le clade K7 voit sa distribution limitée a
une partie de 1I’Afrique de I’Est alors que le clade KII présente une large distribution
géographique couvrant I’Est, le Centre et le Sud de I’ Afrique Subsaharienne. Les résultats des
analyses phylogénétiques, les paramétres démographiques calculés, les statistiques de Wright
ainsi que les analyses des clades emboités confirment que ces trois populations, aprés avoir
été isolées dans des aires refuges différentes, ont connu une expansion démographique et
géographique, méme si les populations locales sont caractérisées par des phénomeénes de
restriction des flux géniques avec isolement par la distance. L’analyse de mismatch
distribution et les valeurs négative de l'indice D de Tajima sont en accord avec I’hypothése
d’une expansion démographique des trois clades. Des différenciations génétiques
significatives ont été mises en évidence a différents niveaux hiérarchiques par 1’analyse
moléculaire de la variance (AMOVA). La Ligne Volcanique du Cameroun et la Rift Valley
seraient deux des facteurs qui ont modelé la structure génétique des populations de B. fusca.
La plus grande diversité haplotypique et nucléotidique de B. fusca dans les régions ghanéenne
(clade W), érythréenne (clade KI) et kenyane (clade KII) a permis de les identifier comme les
centres probables d’origine géographique de chaque clade. L'histoire génétique des
populations de B. fusca, telle que révélée par l'analyse du génome mitochondrial, apparait
indépendante de la domestication du sorgho et de I'introduction et de l'expansion des cultures
de mais. L’ancienne structure génétique est maintenue a travers les différentes époques avec
un passage récurrent et local des individus de B. fusca des plantes hites sauvages aux
cultivées. Un paralléle original a pu étre fait entre les résultats de 1'étude phylogéographique
de cet insecte graminivore et ceux de plusieurs études portant sur des mammiféres herbivores
africains. Cette analyse paralléle montre que des facteurs paléo-climatiques similaires ont
probablement modelé les populations des animaux de groupes €loignés associés aux milieux
graminéens africains.

Mots clés : Busseola fusca, cytochrome b, génétique des populations, phylogéographie,
Pléistocéne, histoire évolutive régionale, biogéographie africaine.



Abstract: Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera, Noctuidae) is a major pest of maize and
cultivated sorghum in sub-Saharan Africa. The observed difference in the life features and the
ecology of species among East and West African populations suggest the existence of
populations genetically differentiated in accordance with the geography or biotope types. The
role of host plant, particularly that related to two major cultivated plant consumed by insect,
in possible of genetic structure of its populations is being established. A large
phylogeographic study based on use of one mitochondrial marker, the cytochrome b and on
analysis of numerous samplings (590 individuals from 112 localities including the major part
of the spatial distribution of borer) has been performed. This study has showed the presence
of three main haplotype clades (W, KI, KII) corresponding to populations isolated in West and
East Africa in Pleistocene, around one million years ago. Clade W localized in West Africa
split geographically from clade K7 and clade KII that are partially sympatric. Clade K7 is
limited to one part of East Africa whereas clade KII shows a large geographical distribution
covering well East, Central and Southern sub-Saharan Africa. Phylogenetic, F-statistics,
calculated demographic parameters and nested clade phylogeographic analyses results
confirmed that the clades, after their isolation in three different refuge areas, experienced
geographic and demographic expansion even if local populations were characterized by the
phenomena of restricted gene flow with isolation by distance. Mismatch distribution analysis
and the negative values of Tajima D index are consistent with a demographic expansion
hypothesis of three clades. Significant genetic differentiations have been highlighted at
various hierarchical levels by analysis of molecular variance (AMOVA). The Cameroon
Volcanic Line and the Rift Valley appear to be two factors contributing to the genetic
structure of B. fusca populations. The highest haplotype and nucleotide diversity in Ghanaian
(clade W), Eritrean (clade KI) and Kenyan (clade KIJ) regions has allowed identifying them as
the likelihood geographic centres of origin of each clade. The population genetic history of B.
fusca as revealed by mitochondrial genome analysis appears independent to sorghum
domestication and introduction and expansion of maize. The ancient genetic structure is
maintained through different periods with recurrent and local shift of B. fusca individuals
from wild host plants to cultivated. An original parallel has been able to be performed with
the results of phylogeographic study of this graminaceous insect and all those of many studies
related on African mammalian herbivorous. This parallel analysis indicates that similar
paleoclimatic factors have likely shaped animal populations from distant groups associated
with African graminaceous environments.

Keywords: Busseola fusca, cytochrome b, population genetics, phylogeography, Pleistocene,
regional evolutionary history, African biogeography.
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Introduction générale

Les insectes (Hexapoda, Insecta) constituent 1'un des groupes d'organismes vivants
les plus importants et les plus diversifiés de la planéte (Borror et al. 1989). Ils ont été depuis
des centaines de millions d'années, et sont toujours, les animaux terrestres et aquatiques
s’adaptant le mieux a des changements de conditions alimentaires, climatiques et a la
compétition avec les autres animaux (Wigglesworth 1948). Le nombre d’espéces d’hexapodes
connus est estimé a environ un million, soit au moins 55 % de toutes les espéces décrites
jusqu’a ce jour (Kumar 1991). Ils représentent aujourd’hui environ 5/6 des animaux connus
selon Bland & Jaques (1978).

En tant qu’indicateurs de biodiversité, les insectes permettent de comprendre la
biogéographie d’une région donnée. Ils ont plus directement un impact considérable sur
’agriculture (les insectes ravageurs, pollinisateurs, et parasitoides des ravageurs de cultures)
et la santé humaine (les agents vecteurs de maladie). Ainsi, étudier les patrons de diversité et
comprendre les mécanismes de diversification des insectes peut contribuer & résoudre des
problémes agricoles et médicaux.

Jusqu'a une époque récente, les études en systématique des insectes étaient basées sur
la description des caractéres morphologiques. Celles-ci ont permis de décrire des taxons qui
pour certains insectes sont toujours valides. D’autres ont été redéfinis, et parfois entiérement
remis en cause, suite a ’intégration des analyses moléculaires récentes.

Les progrés en biologie moléculaire ont révolutionné 1’étude de ce groupe animal,
dans les domaines de la génétique des populations, de I'écologie moléculaire et chimique, de
la biosystématique et de la physiologie moléculaire.

L’utilisation de marqueurs moléculaires se généralise chez les insectes, notamment
chez les insectes phytophages, c'est & dire les hexapodes consommateurs de veégétaux
(Thomas et al. 2003 ; Prowell et al. 2004, Alvarez et al. 2005). On note cependant que les
taxons les plus étudiés sont européens ou nord-américains. A ce jour, trés peu d'analyses
moléculaires en génétique des populations ont concerné des insectes africains en général
(Dorylus molestus, Kronauer et al. 2004) et en particulier les ravageurs des cultures (Eldana
saccharina, King et al. 2002 ; Ceratitis rosa et Ceratitis fasciventris, Baliraine et al. 2004).
Or, la connaissance de la diversité génétique d’un insecte ravageur d’importance économique
majeure est essentielle pour la définition de stratégies de lutte adaptées. L’identification des
populations écologiquement et génétiquement différenciées (races ou lignées géographiques,
races d'hotes) chez les insectes ravageurs de cultures et leur caractérisation a I’aide de
marqueurs moléculaires est un moyen efficace pour définir ces stratégies. Cette

caractérisation moléculaire permettra d’appréhender I’ histoire évolutive et phylogéographique
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des insectes ravageurs de plantes cultivées en vue de comprendre les causes géographiques ou
écologiques qui ont conduit & la différenciation génétique de leurs populations. En outre, la
connaissance de la phylogéographie d'un insecte africain peut aussi apporter des
enseignements nouveaux dans le domaine de la compréhension des facteurs a l'origine des
patrons biogéographiques en Afrique.

Les foreurs de tiges de céréales cultivées constituent un probléme agro-économique
majeur en Afrique Subsaharienne. Si les différents programmes de lutte contre ces foreurs de
tiges céréaliéres ont connu trés peu de succes, cela est peut-étre en partie di a la
méconnaissance de la structure génétique de leurs populations, de leur diversité et de leur
histoire évolutive. A cela, s’ajoute I’absence de parasitoides spécifiques & chaque espeéce
d’insectes ravageurs.

Plusieurs facteurs influencent les pertes de rendement dues aux foreurs de tiges. La
perte de la production du sorgho est étroitement corrélée avec la date d’infestation. En
Afrique du Sud, la perte de la production de mais liée aux activités de B. fusca est estimée a
10 % de la production totale (Barrowv 1987 ; Mally 1920 ; Matthee 1974 ; Van Rensburg
1987). Dans ce cas, et contrairement aux travaux réalisés par Gounou et al. (1994) en Afrique
de I’Ouest, les estimations de la perte de production de mais due & B. fusca sont non
seulement corrélées significativement avec le dégat foliaire, mais aussi avec le pourcentage de
tiges forées. Au Lesotho, la variation saisonniére de la perte de rendement du mais liée aux
dégéts causés par B. fusca varie de 0,4 et 36,6 % (Ebenebe 1999). En Tanzanie (Walker 1960)
et au Kenya (Walker & Hodson 1976), un taux d’infestation de 10 % des plantes par B. fusca
entraine une perte de 12 % de la production du grain de mais. Au Burundi, on note une
réduction de la production de mais allant de 30 & 50 % liée aux dégits causés par B. fusca
(Muyango 1987). Dans la région nord du Nigeria, en zone de savane guinéenne ou B. fusca
est abondant, on enregistre une perte de la production du sorgho de 1’ordre de 49 % (Ajayi
1998).

Seshu et al. (1989), travaillant sur sorgho cultivé, ont noté qu’une perte élevée de
’ordre de 80 % de la production des grains est associée a une infestation de huit chenilles de
Chilo partellus par plante 4gée de 21 jours alors qu’une telle densité d’infestation n’a
significativement pas d’effet sur les plantes dgées de soixante jours aprés la germination. Ils
conclurent que la perte de production de grains de sorgho liée a I’infestation par C. partellus
était fortement influencée par les cultivars, 1’dge de la culture au moment de 1’infestation et
aussi la densité de foreurs par tige. Parallélement, McFarane (1990) observe que les plantes de

sorgho infestées par B. fusca entre la germination et le bouturage subissent une perte
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significativement importante. Les bons rendements des produits céréaliers sont obtenus
seulement si les cultures sont traitées avec des insecticides entre 15°™ et 30°™ jour aprés la
germination des semis : ils sont protégés de 1’attaque des insectes foreurs de tiges. Une
infestation artificielle avec les ravageurs de tiges au 15¢ jour apres la germination des semis
entraine une perte cruciale des céréales : elle est de 60 a 62 % pour les parcelles du sorgho
cultivé non traitées avec des insecticides (Taneja & Nwanze 1989). 11 a été montré au
Zimbabwe que les foreurs de tiges sont les insectes économiquement nuisibles du mais. Ils
peuvent parfois entrainer une destruction totale de cette culture céréaliére. Le taux
d’infestation de ces ravageurs de tiges varie de 30 & 70 % dans les champs des agriculteurs a
faibles ressources alors qu’il est moins de 30 % dans les fermes commerciales ou les
insecticides sont utilisés comme le moyen de la lutte chimique (Sithole 1978b).

Le mais (Zea mays L.), plante introduite en Afrique, et le sorgho cultivé (Sorghum
bicolor L.) sont les céréales les plus largement cultivées en Afrique de I’Est (Polaszek 1998).
Le rendement de la production de ces cultures chez les paysans aux ressources financiéres
limitées est faible, en moyenne de 1 a 1,5 tonnes par hectare (ICIPE 2004). Ce faible
rendement agricole céréalier est lié en grande partie aux contraintes causées par les insectes
ravageurs de cultures parmi lesquels figurent en bonne place les Lépidoptéres foreurs de tiges.
Ces derniers comportent trois familles (Noctuidae, Crambidae et Pyralidae) qui sont les plus
nuisibles économiquement (Polaszek 1998). Au Kenya ou des études écologiques sont
conduites sur le complexe des foreurs de tiges depuis plusieurs décennies, la perte annuelle de
la production céréali¢re est de ’ordre de 5 & 73 % de la production totale (Seshu Reddy &
Walker 1990 ; Mulaa 1995 ; Songa et al. 2002). Dans le cas particulier de la Coast Province
(Kenya), une étude similaire indique que 18 % des pertes de la production de mais sont dues a
C. partellus et C. orichalcociellus (Warui & Kuria 1983). Jepson (1954) évalue 4 40 4 100 %
le pourcentage des plantes de sorgho infestées par B. fusca sur quelques localités tanzaniennes
alors qu’en Ethiopie les dégéts causés par les chenilles de ce méme ravageur ne sont que de
I’ordre de 15 %. En Ouganda, la perte de la production de sorgho attribuée a I’activité de C.
partellus est moyenne de 56 % (Starks 1969) tandis qu’au Kenya cette perte céréali¢re peut
varier de 2 a 88 % (Kfir et al. 2002).

Face a cette importance économique des foreurs, des méthodes de lutte ont été
proposées et utilisées contre ces ravageurs. On citera : ’utilisation des phéromones sexuelles
synthétiques et des insecticides, 1’association de plusieurs espéces cultivées sur une méme

parcelle, la gestion du milieu et des résidus des plantes cultivées, les dates de semis différées



Introduction générale

dans le temps avec des densités variables, 1’utilisation des variétés résistantes aux attaques des
insectes phytophages, les lachers de parasitoides (Kfir et al. 2002).

La génétique des populations apparait de nos jours comme la discipline permettant
de faire le lien entre les données écologiques et la diversité génétique existant entre les
populations d’une espéce. Selon Avise (2000), la phylogéographie est définie comme la
science qui étudie les principes et processus qui gouvernent la distribution géographique des
lignées généalogiques, et en particulier, ceux mis en évidence au sein d’une espéce ou entre
especes étroitement apparentées.

Les especes polyphages ou a large distribution géographique ne semblent pas avoir
les mémes traits de vie (biologie, écologie, incidences sur les pertes de récoltes) selon les
plantes, les régions. Cela suggere que les populations écologiquement différenciées de telles
especes phytophages sont aussi génétiquement différenciées, une situation qui peut conduire a
la formation des races d’hétes voire éventuellement d'espéces, souvent cryptiques. On va
donc chercher avec des marqueurs moléculaires neutres a mettre en évidence ces différences
génétiques intra et interpopulationnelles. Mieux encore, on va essayer de retracer I’histoire de
ces populations via une étude phylogéographique pour déterminer si la différenciation
éventuelle d’une espeéce de ravageur de cultures agricoles a quelque chose a voir avec
I’histoire de la domestication de ses plantes hotes cultivées. Si on parvient & montrer avec les
analyses moléculaires qu’il existe des populations génétiquement et géographiquement
différenciées, 1’objectif serait alors de mieux adapter les méthodes de lutte chimiques et
biologiques et de surveillance a la réalité¢ de I’écologie et de la génétique des populations ainsi
mises en évidence. Ainsi, lorsque les analyses moléculaires indiquent qu’on est face des
populations différenciées d’une espece de phytophage, on aura besoin d’adapter ces méthodes
de lutte en fonction des régions ou des pays: le choix des parasitoides, par exemple, va
dépendre de la nature de la population cible. Par contre, lorsque ces analyses montrent que les
populations géographiques sont génétiquement homogenes, on ne tiendra pas compte des
réalités géographiques. Dans tous les cas, la réalité écologique de chaque zone géographique
interviendra pour permettre de mieux élaborer les stratégies de lutte.

Busseola fusca (Lepidoptera, Noctuidae), une espéce présente dans toute 1’ Afrique
Subsaharienne, constitue un intéressant modele d’étude au sein des Lépidoptéres ravageurs de
cultures de céréales sur ce continent. Nos travaux sur ce modeéle de ravageurs de cultures sont
présentés dans ce mémoire qui comporte cinq chapitres. Le chapitre 1 fait un bilan
synthétique des connaissances relatives a utilisation des outils moléculaires en entomologie

appliquée. Dans cette partie, I’accent est beaucoup mis sur les especes d’insectes
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phytophages. Le chapitre 2 présente le modeéle Busseola fusca. 11 précise sa biologie et son
écologie tout en soulignant les nuisances économiques liées a cette derniére. 11 introduit la
problématique générale de notre étude sur ce ravageur. Dans le chapitre 3, nous présentons
ou et comment ce matériel biologique a été échantillonné et les différentes méthodes utilisées
pour étudier la génétique des populations et la phylogéographie de ce foreur de tiges de
céréales. Les résultats de I’ensemble des données moléculaires sont présentés dans le chapitre
4 3 travers les différents articles parus ou acceptés dans les revues scientifiques. Ce chapitre
comporte aussi une partie qui présente les résultats des analyses complémentaires qui ne sont
pas intégrées dans les articles scientifiques. Le chapitre S s’articule autour de la discussion
générale qui porte sur I’ensemble des données moléculaires obtenues sur cet insecte. Il se

terminera avec les perspectives pour les futures recherches sur B. fusca.
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Section I : Les principaux types de marqueurs moléculaires

1.1. Historique

La connaissance de la nature de I’information génétique (ADN pour les organismes
complexes et ARN pour certains virus) a eu un impact majeur sur les études en écologie et en
évolution (Avise 1996). L'usage de plusieurs types de marqueurs moléculaires, associés a des
approches méthodologiques de plus en plus élaborées, a permis de rendre plus accessible cette
information génétique au sein des différents organismes. Ainsi, les marqueurs protéiques et
nucléotidiques constituent des outils moléculaires puissants qui ont facilité les investigations
en phylogénie, en évolution, en écologie et en dynamique des populations (Loxdale & den
Hollander 1989 ; Smith & Wayne 1996 ; Symondson & Liddell 1996). Dans le cas de
I’entomologie, la science de 1'étude des insectes, le champ d'utilisation des outils de la
biologie moléculaire s’est nettement élargi ces dix derniéres années et nombreux sont les
entomologistes qui utilisent actuellement ces techniques. Elles ont conduit & un nouveau degré
de résolution dans 1’étude de la diversité écologique et taxonomique des insectes (Loxdale &
Lushai 1998). Cette partie fera le point sur I’évolution historique de ces marqueurs
moléculaires et de leurs applications tout en insistant plus particuliérement sur le cas des

insectes phytophages.

1.2. Les enzymes protéiques

L’électrophorése des protéines, c’est-a-dire la migration des protéines sous
I’influence d’un champ é€lectrique, est 'une des méthodes les moins coliteuses pour
I’obtention de données génétiques au niveau moléculaire. Elle a été aussi historiquement la
premiére technique moléculaire utilisable. Depuis ’apparition du gel d’amidon (Smithies
1956) avec la visualisation histochimique des enzymes sur gels (Hunter & Markert 1957)
suivies des études modeles de Harris (1966), une révolution majeure dans la compréhension
des processus micro et macroévolutifs a été possibie. L’électrophorése sur gel d’amidon ou
d’acrylamide, dont 1’usage s’est répandu & la fin des années soixante, a été¢ pour bon nombre
de thématique de recherche la méthode d’analyse du polymorphisme génétique dans les
populations et les espéces (Lewontin & Hubby 1966). Le principe en est le suivant : on
préléve chez chaque individu une petite quantité d'un tissu particulier que 1’on broie. La

goutte d’extrait protéique obtenue est déposée sur une plaque de gel imbibée d’une solution
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d’électrolytes. On établit ensuite un champ €lectrique. Chaque protéine se déplace dans ce
champ avec une vitesse qui est principalement fonction du rapport entre sa charge et sa taille
moléculaires et prend, aprés un temps défini de migration, une position caractéristique par
rapport au front de migration. A la fin de la migration électrophorétique, le gel est mis en
contact avec un produit pouvant servir de substrat & une réaction enzymatique : il donne un
produit coloré. On observera une bande a I’endroit ol se sont arrétées les molécules de
I’enzyme correspondant. Une bande est observée pour les individus homozygotes et plusieurs
bandes pour les individus hétérozygotes. On peut alors identifier les isozymes, enzymes ayant
des fonctions cellulaires voisines, puisqu’elles sont actives sur le méme substrat artificiel.
Cette technique a permis d’estimer la diversité génétique dans les populations animales
(Pasteur & Stordeur 1976) et végétales.

Les différents alléles d’un locus donné sont issus des substitutions nucléotidiques
ayant conduit au remplacement d’acides aminés (Avise 1996). Les alloenzymes montrent des
patrons de bandes protéiques variés révélateurs, chez les individus hétérozygotes, de la
structure de la forme active de I’enzyme : monomérique, dimérique, trimérique et

tétramérique (figure 1-1).

Homozygote Heterozygote Homozygote
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+
Dimer . ]
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Trimer — _? Figure 1-1: Diagramme de patrons
isozymiques attendus chez les
0 homozygotes et les hétérozygotes pour
+ ) — les enzymes pr.otéiques composées
e— d’une ou de plusieurs sous unités. Les
Tetramer ———2 ratios d’e ,1 intensité enzymatlgue. ch’ez
— E— les hétérozygotes sont indiqués.
(d’apres Hillis et al. 1996).
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Bien que de nombreux marqueurs moléculaires soient devenus accessibles

ultérieurement aprés la découverte des endonucléases ou enzymes de restriction et le
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séquencage direct du matériel génétique, les alloenzymes restent encore d’actualité et sont
parfois utilisés soit seuls, soit en association avec d’autres marqueurs (nucléotidiques ou
morphologiques) dans de nombreuses études chez les insectes. De tels exemples se retrouvent
en taxonomie (Pinto ef al. 1992) ; en génétique des populations et en écologie (Loxdale ef al.
1985 ; Strong & Mahon 1991 ; Wainhouse & Jukes 1997 ; Jeffrey et al. 1999 ; Thomas et al.
2003 ; Schwarz et al. 2003 ; Al-Barrak ef al. 2004), avec des problématiques variées, liées a
I’étude des effets fondateurs chez les drosophiles hawaiennes (DeSalle & Hunt 1987), a
I’analyse de spéciation et de la formation de races chez Rhagoletis (Feder et al. 1989), a la
résistance aux insecticides des insectes ravageurs (conférée par les estérases) (Maa & Terriere
1983), a la différenciation des chenilles d’espéces différentes de noctuelles ravageuses (cas de
Helicoverpa spp. ; Fisk & Daly 1989) et a la cartographie chromosomique (Loukas et al.
1979). L’étude des alloenzymes a permis d’estimer la proportion moyenne des génes
polymorphes chez les insectes. Cette méthode a révél€ que la fraction des génes polymorphes
est plus importante, de ’ordre de 45%, chez les drosophiles que chez d’autres groupes
insectes. Cette analyse a montré qu’entre les especes de Drosophila la proportion de génes
polymorphes varie largement entre espéces (30 a 56 %) (Hartl 1997). Caterino et al. (2000)
ont fait une synthése sur des séquences utilisées dans les différents ordres d’insectes a des fins
de systématique moléculaire (Tableau 1-1).

Cependant, les marqueurs isozymiques présentent des limites li€es a leur pouvoir de
résolution. La variabilité génétique observée n’est que !’expression phénotypique des
enzymes étudiées. En effet, le degré de polymorphisme tend a étre sous-estimé du fait que
I’électrophorése ne permet pas de révéler toutes les substitutions d’acides aminés ou de
détecter les alléles nuls. La substitution des acides aminés ne conduit pas nécessairement a un
changement de point isoélectrique. Si la charge de 1’acide aminé substitué ne change pas, la
substitution ne sera pas non plus détectée par électrophorése isoenzymatique : la charge
globale de la chailne polypeptidique mutée restera alors identique a celle de la chaine initiale.
Il en résulte que le polymorphisme allélique est sous-estimé. La migration des alléles
multiples & un locus donné est considérée comme un trait qualitatif a état multiple qui ne
permet pas d’établir leurs relations phylogénétiques par la difficulté de mettre en évidence les
alléles rares : les enzymes révélées sont généralement soumises a la sélection naturelle. Dans
ce cas, seuls les alléles les plus fréquents sont facilement identifiés a un locus, les autres, plus
rares, seront difficilement révélés du fait de leur fréquence trés faible. Richardson et al.
(1986) ont estimé qu’un sixiéme de la variabilité moléculaire est révélée a I’aide des protéines

enzymatiques.
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Tableau 1-1 : Protéines codées par les locus nucléaires qui ont été utilisées dans les études de
systématique moléculaire chez insectes. Les taxons sont listés en ordre de nombre décroissant
des séquences existantes : Di = Diptera; Le = Lepidoptera; Tr = Trichoptera; Me =
Mecoptera, Si = Siphonaptera ; Hy = Hymenoptera ; He = Hemiptera ; Co = Coleoptera ; Or =
Orthoptera ; Th = Thysanura ; Cm = collembola ; Ar = Archaeognatha ; Bl = Blattodea
(d’aprés Caterino et al. 2000 ; modifié).

Locus Séquences Taxons
a-amylase 38 Di, Co
Acetylcholine esterase (achE) 21 Di
Actin 5 Hy, Le
Alchol desdrogenase (adh) 157 Di
Arylphorin (hexamerin family) 12 Le
Cecropin family 36 Di
Chorion genes : 518, s15 and s19 5 Di
Cpnl-1 (anonymous nuclear DNA) 8 Or
Dopa decarboxylase (ddc) 57 Le
Elongation factor-1-alpha (EF-/q) 196 Le, Hy, He, Cm, Ar, BI
EF-1a(copy 2) 1 Hy
Esterase (es?) 31 Di
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase (gpdh or g3pdh) 39 Di
Glycerol-6-phosphate dehydrogenase (g6pdh) 13 Di, Le, Th
Guanylate cyclase 13 Di
Globin family 33 Di
Histone H1 8 Di
Histone H4 7 Hy
Hunchback (4b6) 39 Di
Kruppel 3 Di
Luciferase 2 Co
Lysozyme intron 16 Le
Myosin alkali light chain (M/c¢1) intron 30 Di
Nullo 7 Di
Opsin 28 Hy, Di
Period (per) 111 Di, Le
Phosphoglucose isomerase (Pgi) 2 Or
Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) 12 Le, Tr, Di, Me, Si
Prune 10 Di
Resistance to dieldrin (RdT) 17 Co
Retrotransposon reverse transcriptase 30 Hy
Ribosomal protein 49 (rp49) 9 Di
Serendiptiy-a 7 Di

Cu, Zn-superoxide dismutase (sod) 30 Di
Sodium channel para locus | 27 Le, He, BI1, Co
Snail 3 Di
Timeless 1 Di
Triosephosphate isomerase (7pi) 39 Di
Vestigial (vg) 5 Di
White 15 Di
Wingless (wg) 57 Le, Di
Xanthine dehydrogenase (xdh) 37 Di
Yolk protein | (yp!) 55 Di
Yolk protein 2 (yp2) 40 Di

Zeste 24 Di

11
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1.3. Les marqueurs moléculaires nucléotidiques

Les marqueurs moléculaires nucléotidiques peuvent étre des fragments de taille ou
des séquences nucléotidiques. Dans les deux cas, il existe chez tous les animaux deux types
principaux de marqueurs selon leur origine cellulaire : les marqueurs mitochondriaux et les
marqueurs nucléaires. Chacun de ces compartiments génomiques comporte des génes avec
leurs fragments codants (exons) et non codants (introns) ; les pseudogenes et les régions
intergéniques dont I’'importance varie en fonction de leur localisation cellulaire : le non codant

domine dans le génome nucléaire alors qu’il est trés réduit dans le génome cytoplasmique.

1.3.1. Les fragments d’ADN

La source fondamentale de la variabilité¢ génétique se situe au niveau de ’ADN
(Hartl 1997). La mise au point des techniques d’hybridation moléculaire (DNA-DNA
hybridization), d’amplification et de digestion moléculaire des fragments d’ADN et de
séquencage (dans les années 80) a ouvert la voie a I’exploitation des marqueurs
nucléotidiques. On a alors assisté a une explosion des approches méthodologiques et
analytiques qui permettent de mettre en €vidence le polymorphisme nucléotidique qui existe
au sein des différents génomes (nucléaire, mitochondrial et chloroplastique) et au sein des

populations constituant une espece.

Hybridation d’ADN

Les premiéres techniques nucléotidiques sont basées sur I’hybridation des molécules
d’ADN (DNA-DNA hybridization). Celle-ci €tait utilisée pour €tablir les relations évolutives
entre les organismes vivants. Son avantage est li€¢ au fait que les forces qui relient les deux
brins de la molécule d’ADN dépendent de leur séquence nucléotidique. L’adénine et la
thymine reliées par deux liaisons hydrogeénes nécessitent moins d’énergie pour se dénaturer
que la guanine et la cytosine reliées par trois liaisons hydrogénes. Les températures de
dénaturation dépendent donc du pourcentage en GC. Apreés un chauffage a 100°C de la
molécule d’ADN, ces liaisons hydrogeénes sont rompues et les deux brins complémentaires
sont séparés. Un refroidissement doux de cette solution conduit a la renaturation des brins
séparés. Les molécules d’ADN provenant de deux différentes especes peuvent étre
combinées, dénaturées et réassociées ou hybridées. Les molécules doubles brins d’ADN qui
se forment aprés hybridation des brins complémentaires des deux espéces en présence

contiennent la disparité de distribution (mismatch distribution) des paires de bases qui est
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caractérisée par leur divergence évolutive a partir d’un ancétre commun. Le polymorphisme
obtenu résulte simplement des différences des températures observées (dues au pourcentage
en CG) au sein des fragments d’ADN formés aprés leur hybridation en double brin pour des
séquences provenant de deux ou plusieurs espéces (figure 1-2). L’évaluation de ces
différences de températures (7, & 50%) de stabilité entre les molécules homo- et hétéroduplex
fournit une estimation quantitative sur la divergence génétique entre les espéces en présence.
Les approches d’hybridation DNA-DNA ont eu un effet appréciable sur la génétique
moléculaire en révélant de nombreux aspects de 1’organisation et de la structure
génomique des organismes vivants, par exemple, ’importance des séquences répétées

d’ ADN, leur longueur et leur distribution avec les copies de séquences (Avise 1994).

Figure 1-2: Courbe  de
réassociation idéale (courbe C,f)
pour une unique classe de ’ADN
(c’est-a-dire copie unique ou
fréquence unique de la classe
répétitive de I’ADN). La courbe
représente la perte de brins
uniques de 1I’ADN (déterminée
par la formule 1/1 + kC,t) et la
formation des duplex sur les
intervalles log de C,t exprimée en
[moles de nucléotides / litre] x
seconde. Le démi-C,t est la valeur
Cof (dans ce cas = 1) pour laquelle
50% de I’ADN sont réassociés.
Dans une réaction idéale, 80% de
I’ADN se réassocient sur 2
intervalles de log de sorte que la valeur de C,f pour laquelle 90% de I’ ADN sont réassociés est
égale a 10 fois le démi-C,f (d’apres Hillis et al. 1996).

Percent single-stranded

RFLP (Restricted Fragment Lengh polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Lengh
Polymorphism), RAPD (Ramdom Amplified Polymorphic DNA)

La découverte des enzymes de restriction ou endonucléases (Meselson & Yuan
1968 ; Arber & Linn 1969) a donné une impulsion remarquable a la biologie moléculaire.

Elles sont produites par des bactéries. 11 s’agit des enzymes de type II qui coupent la molécule

13



Chapitre 1 : Les outils moléculaires en enfomologie appliquée

double brin d’ADN en des sites spécifiques. Ces endonucléases reconnaissent une trés courte
séquence d’ADN de 4 a 6 nucléotides, généralement, double brin et le plus souvent
palindromique (identique dans les deux sens de lecture). Les fragments nucléotidiques
obtenus apres la coupure par une enzyme de restriction sont généralement visualisés sur gel
d’agarose au moyen de bromure d’éthidium. Plusieurs centaines d'enzymes de restriction ont
été identifiées et caractérisées (Roberts 1984). Le tableau 1-2 présente les caractéristiques de
quelques-unes. Ces endonucléases de restriction ont ouvert la voie & la mise au point des
marqueurs moléculaires tels que les RFLP (Polymorphisme de longueur des fragments de
restriction) et les AFLP (Polymorphisme de longueur des fragments amplifiés) qui ont été
utilisés dans les études récentes des populations d’insectes.

Pour les RFLP, AFLP et RAPD, la trés faible quantit¢ d’ADN nécessaire a la
réaction de PCR rend possible 1’analyse individuelle d’insectes de trés petite taille voire d’un
fragment d’insecte ou un stade immature (Harry et al. 1998).

Le principe des RFLP est basé sur le polymorphisme de taille de fragments d’ADN
lié aux mutations moléculaires (substitutions nucléotidiques, insertion ou délétion de
nucléotides, réarrangement de séquences nucléotidiques) produites aux sites de restriction
enzymatique entre les différents individus d’une espéce. Ce marqueur moléculaire présente
I’avantage majeur de permettre d’accéder facilement a certaines substitutions nucléotidiques
qui, souvent, représentent une variation moléculaire élevée. Le nombre d’alléles va changer
en fonction des mutations nucléotidiques survenues sur les fragments géniques ou
intergéniques. L’utilisation de ce marqueur moléculaire a permis d’établir des cartographies
du génome (carte chromosomique chez les papillons ravageurs (Heliothis, Zraket et al.1990)),
d’étudier la génétique des populations des mouches de fruit (Haymer et al. 1992) de la
noctuelle légionnaire d’automne, Spodoptera frugiperda (Lu et al. 1992), du complexe
d’espéces Thaumetopoea pityocampa-wilkinsoni (Lépidopteres) (Salvato et al. 2002) et de
faire des analyses parentales chez des insectes élevés a des fins commerciales tels que les
abeilles domestiques (Hall 1990). Les analyses ont surtout porté sur les petits génomes
(mitochondries, chloroplastes, plasmides) pour caractériser et évaluer la diversité biologique
des espéces (Caterino et al. 2000).

Les AFLP constituent une variante des RFLP. Ils ont ét€ mis au point par Vos et al.
(1995). Le principe de base repose sur I’amplification sélective de fragments d’ADN générés
par digestion a I’aide d’une combinaison de deux enzymes de restriction, par exemple, Sau3A
et EcoRI. Cette amplification sélective est rendue possible par la ligation d’adaptateurs

(séquences oligonucléotidiques d’ADN connues et ayant 1’extrémité complémentaire a la
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séquence générée par la digestion de restriction) aux fragments digérés. La variation
génétique des AFLP peut étre exprimée de plusieurs fagons. Il s’agit d’un marqueur
moléculaire dominant car il est impossible de différencier les individus homozygotes des
hétérozygotes par la présence ou absence des bandes (Carlson ef al. 1991). Les bandes
visualisées sur le gel sont de poids moléculaires différents et sont considérées comme étant
des locus différents. Ces marqueurs restent trés peu utilisés en entomologie bien qu’ils aient
récemment permis d’établir la carte de liaison dans 1’étude de papillons ravageurs (Heckel et
al. 1998). Ils sont utilisés dans certaines études actuelles pour déterminer la structure
génétique des populations et de patron biogéographique des insectes (Carisio et al. 2004 ;
Timmermans ef al. 2005, Prowell ef al. 2004) ou pour établir la corrélation entre la structure
génétique d’un insecte phytophage avec la distribution de ses plantes hotes (Sword et al.
2005).

Enfin, I’identification et la caractérisation d’amorces universelles nucléaires et
mitochondriales (Simon et al. 1994) ont permis d’inférer les informations portées par 1I’ADN
en se servant de la méthode RAPD (amplification aléatoire du polymorphisme de 1’ ADN).
Les amorces courtes ou peu spécifiques se lient aléatoirement a des séquences homologues se
trouvant dans le génome. Dans la méthode RAPD, contrairement a une PCR "classique", une
seule amorce non spécifique (et non deux spécifiques) est utilisée. Cette amorce présente une
séquence nucléotidique aléatoire de taille standardisée, généralement, a 10 nucléotides. En
raison de sa petite taille, I’amorce a une grande probabilité de s’hybrider a des sites
complémentaires proches les uns des autres et en orientations inversées sur I’ADN matriciel.
Pour un génome donné, il peut y avoir un certain nombre de sites d’hybridation pour cette
amorce. A I’issue de la RAPD, un profil multi locus est obtenu. Les produits d’amplification,
visualisés sur gel d’agarose en présence de bromure d’éthidium, varient en longueur et par la
nature de leur séquence. Au sein d’une population, les mutations influencent les sites de
fixation des amorces. Cela permet de mettre en évidence le haut niveau de polymorphisme des
RAPD existant au sein de cette population. C’est une technique qui ne nécessite pas une
connaissance préalable du génome étudié et qui repose sur I’emploi de basses températures
d’hybridation (de 35 a 40°C).

L’atout majeur des marqueurs RAPD est la rapidité avec laquelle il est possible de
les révéler en grand nombre. L’ ADN ciblé par la RAPD est essentiellement 1’ ADN nucléaire
et notamment des régions répétitives (répétées). L’application de cette méthode a conduit a
caractériser la variabilité génétique des populations ou des espéces d’insectes (Baumann ef al.

2003 ; Al-Barrak et al. 2004). Ces marqueurs sont utilisés pour la diagnose d’espéces affines
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ou cryptiques d’insectes d’importance agronomique ou médicale, ou pour 1’étude des
systémes de reproduction d’espéces, de populations ou de clones d’insectes spécialistes ou
présentant des cycles de reproduction complexes (Harry et al. 1998). Ils permettent
d’identifier la provenance de ravageurs immigrants ; ils sont trés utiles dans les études de
recherche de paternit¢ ou de parenté. L’étude de la diversité génétique des populations
ibériques de Bemisia tabaci a 1’aide de la technique RAPD a montré que le flux génique est
faible entre les différents groupes coexistant au sein d’une méme population géographique par
rapport a celui observé entre populations géographiques d'un méme groupe (Moya et al.
2001). Ce marqueur a été utilisé pour étudier la structure génétique chez d’autres espéces
d'insectes phytophages. On peut citer le cas des populations de charangons (4Anthonomus
grandis) ravageurs du cotonnier aux USA (Kim & Sappington 2004), de populations de
Diprion pini (Baumann et al. 2003) et de la noctuelle des tomates (Helicoverpa armigera)
(Zhou et al. 2000). Des études similaires conduites avec ce méme marqueur moléculaire a
permis d’établir la carte génétique de Tribolium confusum (Yezerski et al. 2003), a définir les
profils caractéristiques des espéces avec des fragments diagnostiques dans le cas du complexe
d’espéces Culicoides imicola (Diptera, Ceratopogonidae) (Sebastiani ef al. 2001).

Toutefois, elle présente I’inconvénient d’étre peu reproductible du fait de variations
stochastiques de ’efficacité des cycles d’amplifications liées a la petite taille et a la spécificité
imparfaite des amorces (Harry et al. 1998).

De fagon générale, comme pour les allozymes, il est impossible d’établir les relations
phylogénétiques qui existent entre les différents alléles visualisés a I’aide de ces marqueurs

moléculaires (RFLP, AFLP, RAPD).
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Tableau 1-2: Propriétés de plusieurs endonucléases couramment utilisées (b, ¢, d
représentent le nombre de fragments obtenus aprés la digestion enzymatique spécifique du
génome chloroplastique pour le tabac et mitochondrial respectivement pour I'homme et
’abeille) (d’aprés Hillis et al. 1996).

Number of sites

Tobacco Human Bee
Enzyme Site cpDNAY mtDNA*® mtDNA7
Alul AGICT 341 64 19
Apal GGGCClC 13 5 0
Apall GITGCAC 8 1 0
Asel ATITAAT 114 10 147
Aval ClYCGUG 70 3 1
BamHI GIGATCC 40 1 0
Banl GlGYUCC 32 8 0
Banll GUGCYIC 75 15 0
Bell TIGATCA 54 4 6
Bgll GCN5IGGC -9 2 0
Bglll ALGATCT 60 0 2
BstBI TTICGAA 94 7 0
BstEIL GIGINACC 12 2 0
BstNI CCl(A/TGG 128 4 5
BstUI CGlCG 89 6 0
BstXI CCANITGG 26 4 0
Bsu361 CCTINAGG 15 1 2
Clal ATICGAT 59 1 4
Ddel CIINAG 309 72 4
Dral TTTIAAA 64 4 103
Eco0109 UGIGNCCY 67 14 1
EcoNI CCTINGAGG 18 5 1
EcoRI GlAATTC 97 3 5
EcoRV GATIATC 36 3 1
Haell UGCGClY 25 7 0
Haelll GGlCC 196 50 0
Hincll GTYJIUAC 57 12 1
HindIll AVAGCTT 33 3 2
Hinfl GlANTC 718 36 12
HinPl GICGC 89 17 1
Hphl GGTGANg! 128 55 8
Kpnl GGIACIC 15 3 0
Mbol JGATC 623 22 35
Miul AlCGCGT 9 0 0
Mspl ClCGG 214 23 1
Neil CCUC/G)GG 113 8 0
Ncol ClCATGG NA 4 0
Ndel CAITATG NA 3 4
Nhel GICTAGC 7 1 0
Nsil ATGCAIT 43 3 2
Pstl CTGCAlG 14 2 1
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1.3.2. Les séquences nucléotidiques

Le séquengage de I’ADN a permis la découverte et 1’utilisation de nombreuses
régions génomiques ayant des caractéristiques particuliéres et conduisant aux inférences sur
les mécanismes de 1’évolution des especes. Les marqueurs nucléotidiques nucléaires (ITS1,
ITS2, 18S, 28S, microsatellites,...) et mitochondriaux (COI, COII, COIII, cytochrome b...)
sont utilisés dans le régne animal pour des études phylogénétiques, démographiques,
biogéographiques, phylogéographiques. Ces analyses visent avant tout a reconstituer 1*histoire
évolutive des organismes étudiés et a établir les liens de parenté entre eux. Il s’agit d’une
nouvelle révolution de la biologie moléculaire dont le champ d’application recouvre plusieurs
disciplines de biologie fondamentale et appliquée.

Il faut cependant rappeler que la plupart des marqueurs moléculaires sont apparus a

la suite de la mise au point de la technique d'amplification (PCR) de ' ADN.

L’ ADN mitochondrial

Les marqueurs mitochondriaux sont de loin les marqueurs nucléotidiques les plus
utilisés chez les insectes comme chez les animaux en général (Hillis e al. 1996). Les figures
1-3a, 1-3b, 1-3c présentent |’utilisation relative des différentes régions nucléotidiques

mitochondriales dans les différents ordres d’insectes (d’aprés Caterino et al. 2000).

B 1K ® x® Cm . w K 12K 11K 4K 5K 15K
L b 1 (R ¥ Y T A S A T S T A S
WBI'L i [eoir{a ] %13 1 T | T | =T
] e ) KDk H ] v v
(6, 450 itk ——
1% -
LEPIDOPTERA  — 19 amh o ofwanoes
[ — {457, 4563 - L
QO S—————27E) -_— 2
57— ——— (17, 1) i
Micromorhe O o o - : :Ylm?: S0 (-
Y Ty —rT :
(RR, 8548, 4610 {366}
45 PR——. Y] AT [P Y — L
VO s | 10 — IR
LRI e s {122°)
Marromnths SRR
~ e sy (RSN
ku Fo e - e T e rrrrrrr——
65, S N o i8530 W03 AN (M —
T, K5 (A3, S92, N cumenn (%)
52, 51, 56, 58, 350 ) meme——{ 37 ] (5% -}
[£1: ]
NEUROPTERA —
& 35
SIPHONAPTERA . Sl o
1-3a

18



Chapitre I : Les outils moléculaires en entomologie appliguée

4 IR W ®
I ] 3

[[E ' NZ - 11&; 1]

1K SR ol
i { I i ¥ ¥

MK ﬂ 25 1 At |

Lk

A ATTassh

E3]

fare WOy ,_,
— Y — Ry

ENTOGNATEA & e 252y e—— | 1, 107, 2R sl
PALEQPTERA S . — A -
B B aer T el T ke a9y, 259, g 6, 757, 3% 2400

15560 e | 328, AT 112 e (B3 e I 1+

<550 £EOL. O2 m— w—_—ENE L 32

ORTHOPFEROIDEA o, casts
e e e gy e —rtEY

€13 m— — 3. L3 —— N i AT N st 37O

4B oot mm— SR — 151, 182)
P e oy d I T A — — 20
118 4T e m— 442}
. S ¥ w6l (2
—— 5. 1705 i & F— RS~ 1
HEMIPTEROIDEA TR ] .
HYMENOPTERA e 11 38 ey e U120 B e 1Y T
_Suwllies & Homesls | {7 e S
— on 172, 120, 104 136, jad, 142, 543)
- VIHY = e $A1F%} 135, DHO) m— 1345wt w— [ | K]
2‘"’"““’""‘“"’*‘ 29 s e 1135
Clacidebdes - e
I J — 1 —iT —_ s p—
— Y . [} 1L P ———— ';l(?,l ‘:nl; -.ll}; “:;, N i sequesces
) (N T - L5413 —— 1270 e 1O — 1 — W
sy —— i LITEE e Wi — 196} —_— 1
1391 x 53T w— (3%, 244 —emr I|.30
-—113% § 204, KT, 475, A9 pm—y e | M - A0
T ye— —ilany 3.5
shave S0
Other Apoctizns . o AR .-“
i Y K T bE K HER i 13K 15 1K LY
3 'i‘ 4 "ll,9 i ‘K‘ i ‘l‘ [} | ? |4 3 3 E 1 EH L] - £ ) i 1 { i i

3 { 3 — -
. ] MR | [ T A R | I S AN | 00 | - OV S S S
W wy 1! 3 ] §¢ ¥ )

bk 185, 190, 40N I T S A, A3 5 e [ N - W qp—— | B |
PIFTERA _— i ¥ 11 - 1149 HeT. T

— it (A o

e e A5

133
Tl o v - hp et e o st e U R PPt P
1188, 159 mm— VR, ) Pt 101 e— 1299 e e

(5. 3 T — 35 TN 12 S, 334, 39, 4, A2 pett ) w1 B DI e 21
A (55 [ e (260) HENYZY ]
[ RN [ s PARK( s oo e FEE ) o —1 12, W7
1557 SEA, SV s
YW o e SR .

S S PR - 3 S U - R T s
AL -iHiy @415 .
prem— RO ——
Chypieiites 1451530 e G2
PO ke B T — . P S e i S e—
— 3 A
” FATR NN 144, 4% 477 285 W 514 <ER- 5B
O EOPTERA V520 BN s | T, $2 17
Adephugye . — T e e e g o e S —
T T e R 7310 Y500 - b — 3 1A
782 254 ammpr et 553, 24
Fawer Pilyghaga S-S e Pe e e e e e e T e s e e e s s s o
o YT Y. T ~ a st AKTY TER 1 DTA, TR0 07 - P e LU T
TR NN v— T (07, 414 —
R Newseguens | o i i o s i <ot
£ — i (&K1 - — —_— TN
——— . 51 Rac R R Do 4
o) T P —— | )] L I
20, 249 Ll e
G 355y R L%
D Sy i

Figure 1-3 : Régions mitochondriales séquencées pour les études de systématique moléculaire
chez les hexapodes. (1-3a) Cette figure traite de toutes les €tudes publiées avant 15 mars
1999. Celles basées uniquement sur des données précédemment publiées dans les bases de
données (comme GenBank) ne sont pas prise en compte. Une étude est considérée comme
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relevant de la systématique si les données ont servi a construire un arbre phylogénétique. Pour
une région donnée, la longueur de chaque barre indique la taille de la région séquencée alors
que I’épaisseur de cette barre donne une idée sur le nombre de séquences publiées pour ce
taxon. (1-3b) Dans les régions a longueur variable (la région de contréle, ADN ribosomique)
la longueur des barres figurées peut ne pas représenter exactement la longueur du fragment
séquencé. (1-3c) En complément des études citées ici, des séquences mitochondriales
completes sont disponibles pour les six espéces d’insectes suivants: Locusta migratoria
(164), Drosophila yakuba (103), D. melanogaster (289), Anopheles gambiae (31), A.
quadrimaculatus (327) et Apis mellifera (114). Les régions illustrées par chaque figure ne
sont pas identiques. (@) Régions mitochondriales séquencées chez les Lépidopteres, les
Siphonaptéres et les Neuroptéres. () Régions mitochondriales séquencées chez les
Holométaboles et les Hémimétaboles. (c¢) Régions mitochondriales séquencées chez les
Dipteres et les Coléoptéres (d’apres Caterino et al. 2000).

On constate que les différentes parties du génome mitochondrial sont utilisées pour
les études de systématique moléculaire chez les insectes avec des fréquences variables. Les
plus utilisés sont les génes codant les sous-unités I et II de la cytochrome oxydase (COI,
COII) et ceux codant des ARN ribosomiques (16S et 12S). D’autres n’ont fait 1’objet que de
quelques études, comme par exemple, les génes codant la sous-unité III de la cytochrome
oxydase (COIII), la NADH déshydrogénase et le Cytochrome b, la région de contréle de
1I’ADN mitochondrial. D’autres génes encore n’ont fait 1’objet que d’analyses isolées : ND1,

ND2, ND4. Enfin, le reste des génes mitochondriaux a été€ le plus souvent ignoré.

L’ADN nucléaire

Les régions codantes du génome nucléaire comportent des génes qui sont exprimés et
dont les produits donnent des ARN ribosomiques ou des chaines polypeptidiques. Beaucoup
de geénes nucléaires sont en copies multiples rendant difficile leur utilisation dans les études
moléculaires. La phylogénie d’un géne représente de fagon certaine 1’histoire généalogique
particuliére de ce dernier. Celle-ci peut différer entre les différents génes de I’espéce étant
donné qu’ils ne sont pas toujours génétiquement liés entre eux et que les effets d’autres forces
évolutives, comme la dérive génétique et la sélection naturelle, seront différents d’un géne a
un autre. Pour cette raison, plusieurs génes non liés doivent étre utilisés pour la reconstruction
phylogénétique. De plus, la constatation que 1’arbre de génes mitochondriaux peut représenter
seulement un volet, parfois, partiellement biaisé¢ (par les contraintes évolutives ou par les
méthodes des reconstructions phylogénétiques) de 1’histoire phylogénétique des organismes a
conduit les systématiciens molécularistes a s’orienter vers des marqueurs nucléaires pour

compléter les données mitochondriales. Quelques génes nucléaires ont été utilisés pour la
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phylogénie des arthropodes (Friedlander et al. 1992 ; Friedlander et al. 1994 ; Friedlander et
al. 1996 ; Brower & DeSalle 1994 ; Lin & Danforth 2004 ; Mallatt et al. 2004 ; Saux et al.
2004 ; Jost & Shaw 2006). La figure 1-4 donne un exemple de génes nucléaires couramment

utilisés en systématique moléculaire.
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Figure 1-4 : Régions séquencées de I’ADN ribosomique pour les études de systématique
moléculaire chez les hexapodes avant mars 1999 (d’aprés Caterino et al. 2000)
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Comme dans le cas de I’ADN mitochondrial, seuls quelques génes nucléaires sont
couramment utilisés en systématique moléculaire les autres étant ignorés ou rarement utilisés.
Les genes nucléaires les plus fréquemment utilisés chez les arthropodes sont: I’ARN
ribosomique 28S, I’ARN ribosomique 18S, le facteur d’élongation (EFI-a), le géne wingless
(Wg). Dans certaines études isolées, quelques autres genes nucléaires ont été étudiés : le géne
de phosphoenolpyruvate carboxykinase (PepCK), le géne de dopa décarboxylase (DDC), le
geéne de tektin (fektin), le géne de I’histone H3 (H3). Les séquences de ces différents génes
nucléaires sont les plus utilisées en phylogénie (Wiegmann et al. 2000 ; Rokas er al. 2002 ;
Mallatt et al. 2004). Dans ces études, plusieurs génes nucléaires et mitochondriaux sont
combinés et, parfois, associés aux caractéres morphologiques afin d’examiner la contribution
relative et la fiabilité de chaque géne dans la compréhension de I’histoire évolutive de
I’espéce ou du groupe taxonomique concerné. Une telle analyse peut conduire a faire le choix
de genes différents pour résoudre les nceuds profonds et des divergences plus récentes. Ces
études ont permis d’établir la phylogénie et 1’histoire évolutive des espéces (Damgaard et al.
2001 ; Downie & Gullan 2004 ; Sota & Ishikawa 2004 ; Mallarino ef al. 2005 ; Brower ef al.
2006 ; Mitchell et al. 2006), de préciser la position systématique, la biogéographie et parfois
la phylogéographie des espéces proches avec inférence de leur histoire passée (Arensburger et
al. 2004 ; Balke et al. 2005 ; Zhang et al. 2005 ; Wahlberg ef al. 2005 ; Horn et al. 2006).

On regroupe dans la catégorie des régions non codantes les introns, les pseudogénes
et les espaces intergéniques, les séquences répétées et les ADN satellites, en particulier, les
microsatellites sur lesquels nous insisterons chez les insectes. Les séquences introniques des
genes nucléaires sont parfois utilisées soit seules pour retracer I’histoire de I’invasion d’une
espéce (cas de la mouche de fruits Ceratitis capitata, Villablanca et al. 1998) ou en
association avec d’autres marqueurs pour préciser la systématique de certains genres (cas du
genre Ithomia, Mallarino et al. 2005). Les pseudogénes sont trés peu utilisés chez les insectes.
Les espaceurs ITS1 et ITS2 sont des régions intergéniques couramment utilisés en génétique
des populations (Szalanski et al. 1999 ; Gallego & Galian 2001), mais aussi, en phylogénie
comme le cas des espéces du genre Diabrotica (Clark et al. 2001).

Les microsatellites sont reconnus comme des marqueurs moléculaires hypervariables
avec un taux de substitution allant de 10 & 107 par kb (kilobase) (Harry 2001). IIs sont de ce
fait trés utilisés au niveau intraspécifique pour I’étude de la structure génétique et I’inférence
des événements historiques qui se sont produits au sein des populations d’organismes vivants.
Les microsatellites sont des répétitions d’un nombre variable de di, tri, ou tétranucléotides,

trés représentées dans le génome des eucaryotes (Beckmann & Weber 1992), avec une
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distribution plus ou moins réguliére (Hamada er al. 1982). Ils sont de taille variable, mais,
celle-ci n’excéde généralement pas 200 paires de bases. Dans certains cas, I’augmentation de
la taille des microsatellites peut étre directement source de graves pathologies ou associée aux
cancers dans I’espéce humaine (Caskey et al. 1992 ; Imbert et al. 1993 ; Thibodeau et al.
1993). L’origine des microsatellites reste peu connue méme si actuellement deux hypothéses
sont fréquemment avancées pour expliquer leur apparition : (1) la duplication des sites cibles
de certains types d’éléments transposables avant leur excision ou (2) la méthylation des
résidus adényliques en guanine. L’évolution et la différenciation ultérieures de ces sites cibles
se produit au cours de la réplication de I’ADN. Leur duplication se réalise grace au glissement
de I’ADN polymeérase sur des courtes séquences nucléotidiques répétées qui sont initialement
apparues du simple fait du hasard lors du processus de mutation. I1 peut aussi y avoir délétion
de quelques répétitions de ces microsatellites grace a la formation des boucles de délétion
D’une maniére générale, le pouvoir de résolution des microsatellites en analyse génétique et
historique fait qu’ils sont de plus en plus utilisés pour répondre aux questions de
microévolution.

Il existe plusieurs avantages a 1’utilisation des microsatellites : (1) le degré de
polymorphisme est trés élevé car le nombre de répétitions peut étre trés variable du fait de
leur grande vitesse d’évolution moléculaire ; (2) ces marqueurs moléculaires sont repartis plus
ou moins réguliérement sur ’ensemble du génome nucléaire, ce qui assure une bonne
couverture de celui-ci; (3) les différents alléles des microsatellites sont facilement
identifiables a partir d’une simple amplification par PCR. Ils ont permis le développement
d'outils puissants pour la modélisation statistique de leur évolution et leur utilisation en
génétique des populations.

Dans la classe des insectes, les microsatellites, isolés chez des espéces
d’Hyménoptéres (guépes, abeilles et bourdons, fourmis) et d’Isoptéres (termites) sociaux,
montrent une forte fréquence dans le génome et un niveau de polymorphisme comparable &
celui observé chez les vertébrés (Choudhary et al. 1993 ; Evans 1993 ; Hughes & Queller
1993 ; Estoup et al. 1994), les acridiens (Ustinova et al. 2006), les mouches de fruits
(Baliraine et al. 2004). Cependant, on observe au sein d’un groupe donné d’organismes que la
fréquence et la distribution des microsatellites varient largement comme 1’ont montré Néve &
Meglécz (2000) dans le cas des Lépidoptéres et des Hyménoptéres. D’une maniére générale
chez les Lépidoptéres, ordre d'insectes auquel appartient B. fusca (le présent matériel
d’étude), Zhang (2004) conclut que les microsatellites sont caractérisés par deux propriétés

importantes : une faible fréquence avec une forte redondance des séquences flanquantes (les
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régions qui sont situées de chaque co6té des microsatellites), ce qui conduit souvent a
I’amplification des séquences microsatellites paralogues. La différentiation ultérieure de ces
copies se produit & la suite des mutations moléculaires (duplication et délétion) issues des
nombreux mécanismes cellulaires liés a la division de la cellule. Les séquences
nucléotidiques microsatellites des Lépidoptéres pourraient n'en étre qu'au début de leur
évolution moléculaire ou, alternativement, il existerait dans ce groupe d’organismes des
mécanismes cellulaires (association avec les éléments mobiles ou éléments transposables) qui
empéchent 1’évolution et la différenciation ultérieures de ces marqueurs nucléaires (Zhang
2004). Plusieurs études ont souligné les difficultés d’identification et d’isolement des
microsatellites chez les Lépidoptéres (Palo et al. 1995; Meglecz & Solignac 1998).
Néanmoins, les techniques moléculaires de plus en plus adéquates ont permis récemment
d’isoler des locus microsatellites pour caractériser la diversité biologique et la structure
génétique des populations de cet ordre d’insectes (Williams et al. 2003 ; Harper et al. 2003 ;
Meglecz et al. 2004, Faure & Silvain 2005).

1.4. Intéréts

D’une fagon générale, les marqueurs moléculaires permettent d’inférer la phylogénie,
la biogéographie, la phylogéographie et 1’écologie moléculaires des groupes taxonomiques.
Du fait de leur facilité croissante d’utilisation, les marqueurs moléculaires sont de plus en plus
utilisés en entomologie moderne. Les exemples sont nombreux et illustrent parfaitement les
différents champs de la biologie évolutive utilisant ces marqueurs moléculaires. De nouvelles
méthodes apparaissent pour bien établir le lien entre l'entomologie classique et les outils
moléculaires. Bien que la comparaison des données issues de 1’analyse de différents génes
présente un avantage certain, Brower & DeSalle (1994) soulignent qu'il ne faut pas retenir un
geéne particulier pour une analyse donnée simplement sur la seule base de la fréquence de son
utilisation ou de sa popularité dans la littérature. L’utilité de chaque région génique de I’ADN
mitochondrial a été discutée par Simon et al. (1994). Des marqueurs moléculaires ayant des
caractéristiques précises et répondant a des problématiques biologiques précises ont été
utilisés ces derniéres décennies afin d’évaluer la diversité génétique (le cytochrome b, les
microsatellites), de retracer I’histoire des populations (génes codant pour le COI, le COII),
d’étudier I’histoire évolutive et démographique des especes (les alloenzymes et la région de
contréle de I’ADN mitochondrial) ou d’établir la phylogénie des populations, des especes ou

des groupes d’especes (COI, COII, 28S, 18S) (Simon ef al. 1994). Les premieres études
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basées sur les séquences nucléotidiques utilisaient surtout les marqueurs mitochondriaux
auxquels se sont ajoutés ces derniéres années les geénes nucléaires. Les études récentes en
génétique des populations ou en biologie évolutive associent les deux types de marqueurs
dans le but de compléter ou de combiner les informations que pourrait apporter
individuellement I’un ou I’autre génome. C’est le cas de la phylogénie des Neuroptéres ou
I’utilisation combinée des marqueurs moléculaires mitochondriaux et nucléaires ont clarifié
les relations phylogénétiques entre les différents sous-ordres (Haring & Aspdck 2004). 11 en
de méme pour les chironomes australiens pour lesquels [’utilisation des marqueurs
nucléotidiques a permis de différencier les espéces du genre Cladopelma (Diptera,

Chironomidae) (Carew et al. 2005).

Section II : Application et utilisation des outils moléculaires

en biologie évolutive des populations et des espéces d’insectes

Les marqueurs moléculaires ont vu leur domaine d’application s’élargir ces dernieres
années car ils permettent d’aborder une diversité de questions de biologie fondamentale et
appliquée. La caractérisation des populations, des races d’hotes, des espéces ou des
complexes d’espéces est utile tant a la biologie de la conservation, qu’a la connaissance du
fonctionnement des populations d’espéces nuisibles aux cultures ou a celles de leurs
auxiliaires. Elle vise & élaborer des stratégies de lutte biologique ou intégrée contre les
insectes ravageurs des plantes cultivées (Coléoptéres Bruchidae ravageurs des légumineuses
alimentaires (Sembéne & Delobel 1998), les Lépidoptéres nuisibles aux cultures (Timm et al.
2006), les Orthoptéres ravageurs de cultures (Yang et al. 2005)), a développer une politique
de conservation des différentes races d’une espéce d’insecte d’intérét agronomique
(Coccinelles prédatrices des Aphides (Chen et al. 2000), Hyménoptéres parasitoides (Baker et
al. 2003)) ou a envisager des moyens de protection des espéces en voie de disparition ou
menacées suite a la modification des habitats ou des écosystémes qui peut engendrer des

goulots d’étranglement ou I’extinction des espéces d’insectes.
2.1. Etude des capacités de dispersion

L’histoire démographique des populations d’une espéce donnée ou d’un groupe

d’espéces peut avoir un impact profond sur la distribution de la variation génétique au sein de
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populations actuelles. La capacité de dispersion des insectes est connue grace au différents
indices de différenciation. Par exemple, 1’obtention d’une valeur faible de ®st (indice de
différenciation génétique) est souvent considérée comme la preuve d'un flux génique continu
entre les différentes populations étudiées alors qu’une forte valeur de cet indice est interprétée
comme la preuve de 1’absence d’échange génétique. Il faut signaler qu’une structuration
génétique observée aujourd’hui peut étre le résultat d’un isolement ancien plutét que d’une
fragmentation récente, liée par exemple aux actions humaines (Cunningham & Moritz 1998).
Dans le cas d’un isolement trés récent, la différenciation moléculaire entre populations peut
étre non perceptible du fait du maintien des caractéres ancestraux (Avise et al. 1987). Le
maintien d’un polymorphisme partagé entre deux ou plusieurs populations d’une espéce
donnée peut donc indiquer un polymorphisme ancestral ou au contraire une homogénéisation
génétique des populations. On peut estimer le nombre de migrants échangés entre les
différentes populations d’une espéce. Ce parametre, 1ié directement a 1’indice ®gr, explique
en partie la structure génétique présentée par les populations. L’insecte phytophage
Gonioctena pallida (Coleoptera, Chrysomelidae) présente une forte différenciation génétique
interpopulationnelle du fait de sa capacité de dispersion limitée associée a la fragmentation de
’aire de distribution de sa plante hote (Mardulyn 2001). En effet, il est montré chez cette
espéce que la dispersion est assurée uniquement par les larves qui réalisent seulement des
déplacements sur quelques métres de distances, les adultes bien que dotés d’une capacité de
vol le font trés rarement (Mason & Lawson 1982). On peut aussi citer le cas des populations
d'autres chrysomeles comme Chrysomela aeneicollﬁ (Rank 1992) ; Plagiodera versicolora
(McCauley et al. 1998) ou de fortes valeurs de ®st ont été observées entre des localités
proches. Les populations des espéces appartenant aux genres Oreina et Gonioctena présentent
une forte différenciation génétiqué bien qu’elles ne soient séparées que de quelques
kilométres (Knoll et al. 1996). La répartition géographique de la ressource alimentaire peut
aussi limiter la dispersion des espéces.

Par contre pour d’autres espéces, la différenciation est presque inexistante du fait de
la présence continue de flux géniques. La structure des populations de Phyllodecta
vulgatissima (Coleoptera, Chrysomelidae) et de P. vitellinae (Coleoptera, Chrysomelidae),
ravageurs des plantations de 1’osier (saule) au Royaume-Uni révélée a 1’aide des
microsatellites, montre un taux d’échanges génétiques tres fort (nombre élevé de migrants) et
peu de preuves en faveur d’une subdivision des populations (®st faible) en relation avec la

géographie, la période d’échantillonnage ou de la plante hote (Batley et al. 2004). L’>étude des
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populations australiennes de Plutella xylostella (Lepidoptera, Plutellidae), ravageur de la
culture de Brassica, montre également 1’absence de structuration génétique entre celles-ci, ce
qui démontre vraisemblablement I'existence d'un flux génique continu entre les populations
appartenant aux différentes zones géographiques d’Australie et de Nouvelle-Zélande
(Endersby et al. 2006).

2.2. Histoire des populations et des especes

L’analyse combinée des microsatellites et de 1’ADN mitochondrial a permis de
déterminer la structure génétique des populations et de déduire 1’histoire de colonisation de la
mouche de I’olive, Bactrocera oleae (Diptera, Tephritidae), considérée comme un ravageur
majeur de I’olive a travers les régions de culture d’Oleacae (Nardi et al. 2005). Une étude
similaire conduite avec les microsatellites dans les populations du papillon Polyommatus
bellargus (Lepidoptera, Lycaenidae) a permis de conclure que I’isolement par la distance et
les changements démographiques n’influencent pas la diversité génétique de cette espéce mais
que la cause cruciale est le faible effectif des populations (Harper ez al. 2003).

Les marqueurs moléculaires permettent de suivre I’histoire évolutive des plantes
hétes et des insectes phytophages qui leur sont associés en mettant en évidence les
changements, opérés par ces derniers, entre des plantes botaniquement proches (méme famille
botanique) ou éloignées (différentes familles botaniques) au cours du temps (Yotoko et al.
2005 ; Ohshima & Yoshizawa 2006). Des cas identiques sont connus chez Rhagoletis
pomonella et R. zephyria (Jeffrey et al. 1999); Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)
(Franck et al. 2001). Les études ont mis en évidence dans certains cas 1’histoire d’une
divergence sympatrique via le changement de plantes hotes (Rhagoletis pomonella et de R.
zephyria) et ont permis dans d’autres l’identification des lignées évolutives et la

caractérisation des zones de différenciation des populations (Apis mellifera).

2.3. Evolution de la phytophagie : races d'hotes, résistance aux

insecticides

En ce qui concerne I’étude des mécanismes a 1’origine de la biodiversité chez les
insectes phytophages, les reconstructions phylogénétiques a 1’aide des marqueurs
moléculaires permettent de mettre en évidence les relations coévolutives qui se sont produites
au sein des différents taxons étudiés (Funk et al. 1995 ; Becerra 1997 ; Mardulyn et al. 1997 ;

Silvain & Delobel 1998). Farrell (1998) a pu récemment affirmer que I’accroissement de la
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diversité spécifique chez les Coléoptéres phytophages (Chrysomeloidea) était di & une série
de radiations adaptatives sur les Angiospermes. Kergoat et al. (2004) ont utilisé les marqueurs
moléculaires mitochondriaux avec différentes approches de reconstruction phylogénétique
pour établir la phylogénie des espéces de bruches européennes et leur relation avec leurs
plantes hotes, et appréhender les mécanismes a 1’origine de la diversification de ce groupe
d’insectes.

D’un point de vue plus fondamental, I'étude des races d’hotes permet de décrire les
patrons de diversification et d’en comprendre les mécanismes. Chez les espéces d’insectes
phytophages, de nombreuses observations montrent que la tendance a la spécialisation dans
I’exploitation des plantes hétes a été 'un des principaux facteurs ayant favorisé la
diversification de ce groupe animal (Bemays & Chapman 1994). Ce qui conduit & la
formation des races d’hétes dont les exemples sont trés nombreux dans le groupe des insectes.
On peut citer le cas de Caryedon serratus (Coleoptera, Bruchidae) (Sembéne 2000), bruche
inféodée a I’arachide. D’autres études, utilisant différents marqueurs moléculaires, ont permis
de mettre en évidence des races d’hétes écologiquement distinctes chez plusieurs espéces
d’insectes phytophages (Ryckewaert & Alauzet 2001 ; Levy et al. 2002 ; Thomas et al. 2003 ;
Nagoshi & Meagher 2003 ; Pashley Prowell et al. 2004).

Les analyses moléculaires en biologie comportementale et en génétique des
populations des insectes ravageurs ont permis d’identifier et de caractériser certains génes de
résistance a certaines substances chimiques constituant les insecticides et de découvrir les
mécanismes évolutifs qui sous-tendent les relations tritrophiques : un cas trés spectaculaire est
celui du puceron ravageur du cotonnier, Aphis gossypii, chez qui deux mutations dans le géne
codant 1’acétylcholinestérase (AchE) conférent la résistance aux insecticides de type
carbamate et organophosphate (organophosphorés) (Andrews et al. 2004). Cette résistance
aux insecticides permet aux individus de cette espéce de puceron d’étre des ravageurs
potentiels du cotonnier en rendant la lutte chimique inefficace et en entrainant des nuisances
économiques importantes. Toda et al. (2004) ont montré que ces mutations nucléotidiques
entrainent le remplacement de deux acides aminés. Par ailleurs, une analyse préliminaire des
séquences nucléotidiques de ce géne chez les individus résistants aux insecticides de certaines
especes d’Hémiptéres phytophages (Myzus persicae, A. gossypii, B. tabaci, Trialeurodes
vaporarium) montre qu’elles sont parfaitement identiques, suggérant des mécanismes
communs de résistance aux produits chimiques (Javed et al. 2003). Dans les programmes de
recherche a finalité agronomique, plusieurs génes de résistance aux insecticides ont été

identifiés chez les insectes ravageurs de cultures (Enayati et al. 2005).
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2.4. Especes cryptiques

La combinaison séquentielle de différentes approches méthodologiques et
analytiques a permis de clarifier la position et, parfois, de déterminer I’identité de certains
taxons cryptiques. Ce cas est couramment rencontré dans plusieurs taxons d’insectes
sympatriques ayant des larves et des adultes morphologiquement semblables qui exploitent les
mémes ressources. On peut citer le genre Tetramesa (Hymenoptera, Eurytomidae) ou les
analyses moléculaires ont permis de préciser le niveau taxonomique et d’établir les liens
phylogénétiques entre certaines especes (Al-Barrak et al. 2004). Une analyse basée sur les
RFLP du cytochrome b chez les Aphides, une approche moléculaire simple, a identifié quatre
espéces cryptiques: Aphis gossypii, Aphis crassivora, Myzus persicae et Macrosiphum
euphorbiae (Raboudi et al. 2004). C’est aussi le cas des espéces du criquet de genre Laupala
dont les AFLP ont précisé la limite des espéces cryptiques tout en caractérisant la diversité
génétique au sein des espéces hawaiennes (Parsons & Shaw 2001). L’identification des
especes cryptiques a I’aide des marqueurs moléculaires a pu se faire dans les différents ordres
d’insectes (Berkov 2002). En Amérique du Nord, I’histoire et la diversification au sein des
espéces des papillons du genre Lycaeides ont été retracées grace aux analyses de
conformation du polymorphisme de simple brin (Nice et al. 2005).

Les outils moléculaires peuvent permettre de résoudre des questions plus ponctuelles
de systématique. 1ls ont conduit a la description de nouvelles especes. Alvarez ef al. (2004) en
réalisant 1’é¢tude combinée des caractéres morphologiques et moléculaires sont parvenus a
conclure que les bruches Acanthoscelides obtectus et Acanthoscelides obvelatus sont deux
bonnes espéces ayant divergé il y a 22 millions d’années. Ces auteurs ont par ailleurs souligné
que la forte ressemblance morphologique entre ces deux espéces de bruches pourrait résulter
de la stase évolutive (conservation des certains caractéres) qui découlerait d’une sélection
stabilisante.

Parallélement, des variations morphologiques importantes des individus entre les
populations réparties sur de grande échelle géographique sont souvent a ’origine de la
confusion dans la détermination des espéces. Ce qui consiste a assimiler certaines populations
a des espéces cryptiques. Ce cas est bien connu avec les populations d’Argentine
d'dnastrepha fraterculus (Diptera, Tephritidae). Les analyses moléculaires au sein de ses
populations ont montré que celles-ci, considérées comme des especes cryptiques,
appartenaient a une espece biologique déja décrite : il s’agit de 1’espéce nominale A.

fraterculus (Alberti et al. 2002). Les études moléculaires peuvent aussi confirmer les
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observations morphologiques comme dans le cas des espéces du genre Liriomyza (Kox et al.
2005). Chez les espeéces du complexe Drosophila serrata, les microsatellites ont permis
d’identifier les différentes espéces qui forment ce sous-groupe (Schiffer ef al. 2004). Le taxon
Calligrapha multipunctata var. suturella a été élevé au rang d’espece, Calligrapha suturella
(Coleoptera, Chrysomelidae), grace aux analyses moléculaires de génétique des populations

(Gomez-Zurita et al. 2004).

2.5. Role des especes modeles (I): définition de patrons
biogéographiques

L’identification de clades géographiquement distincts et bien structurés résultant
vraisemblablement d’un événement de fragmentation passée est mise en évidence dans les
études phylogéographiques. Gomez-Zurita (2002), en étudiant les populations du complexe
d’espéce Timarcha goettingensis (Coleoptera, Chrysomelidae) a 1’aide du géne mitochondrial
COIl, a montré qu’il existe au sein de ce taxon deux clades issus d'un événement de
fragmentation passée.

La phylogéographie des populations thailandaises de la mouche Simulium tani
(Diptera, Simuliidae) au moyen des séquences de I’ADN mitochondrial a mis en évidence une
forte différenciation génétique entre trois régions géographiques majeures (Pramual ef al.
2005). Cette étude a en outre identifié la région Nord comme le centre d’origine des
populations Est et Centre/Sud thailandaises. Les analyses de mismatch distribution indiquent
que ces populations ont connu des phénoménes d’expansion démographique au Pléistocéne
moyen et supérieur suggérant que leur structure génétique actuelle et leur diversité
moléculaire seraient, en partie, liées a I’adaptation des espéces aux fluctuations climatiques de
cette période géologique. La phylogéographie comparée de deux espéces parthénogénétiques
Aneugmenus padi et Eurhadinoceraea ventralis (Hymenoptera, Trenthredinidae) a révélé des
différences de structure génétique entre ces espéces qui sont vraisemblablement corrélées

avec les différences dans la distribution géographique de leurs plantes hotes (Miiller et al.
2004).
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2.6. Role des especes modeles (II) : compréhension des mécanismes

de changement d'hote et origine des insectes ravageurs

Les insectes phytophages constituent de bons modéles d’étude pour examiner les
facteurs et les conséquences évolutives des différenciations génétiques, par exemple, ceux en
relation avec la distribution géographique de leurs plantes hétes. Ils nous renseignent sur leur
propre histoire évolutive ainsi que celle des différentes plantes hotes qu’ils ont connues.
L’origine des insectes ravageurs est & rechercher dans 1I’évolution de la phytophagie
(exploitation des plantes sauvages apparentées pour aboutir ultérieurement a 1’utilisation de
leurs formes cultivées), phénoméne biologique couramment rencontré chez les espéces
d’insectes. Elle influence la structure génétique des différentes populations constituant
I’espéce. En effet, une partie ou la totalité des populations d’un insecte phytophage commence
a un moment de I’histoire évolutive de 1’espéce a s’attaquer aux plantes cultivées présentes
dans le méme environnement que ses plantes hotes sauvages suite, vraisemblablement, a une
forte anthropisation (agriculture intensive, destruction des formations végétales naturelles).
Des exemples illustrant de tel changement d’hotes sont bien connus. Au sein d’une espéce, ce
phénomene est initi€ par certaines populations qui, par sélection naturelle et dérive génétique,
peuvent se différencier génétiquement des populations restées sur les plantes hotes sauvages
originelles. Cette divergence génétique, plus ou moins rapide selon les espéces d’insectes
consécutivement a I’anthropisation et a la domestication des phytophages, pourrait étre a
I’origine de I’apparition de races d’hétes ou nouvelles espéces.

Comprendre 1’évolution de la spécialisation alimentaire chez les insectes
phytophages va donc nous éclairer quant aux contraintes et aux facteurs biologiques et
écologiques agissant sur les processus de changement d’héte impliqués dans 1’apparition des
insectes ravageurs. Les cas les plus spectaculaires de ségrégation écologique associée a une
structuration génétique sont souvent observés chez les insectes phytophages. Les études
conduites avec les marqueurs moléculaires ont apporté plusieurs résultats en faveur de
I’hypothese de spéciation sympatrique. Cette hypothése est fréquemment retenue chez les
insectes phytophages ou 1’on peut observer une structuration génétique ou une ségrégation
écologique suite a un changement de plante hote ou a I’ajout d’autre nouvelle espéce au
spectre de plantes hotes d'un insecte donné (Berlocher 1998). Les insectes phytophages
constituent de ce fait des modeles pour tester 1’hypothése d’une spéciation sympatrique via les
plantes hotes. Celle-ci a été défendue historiquement par Bush (1975) qui pense que les

accouplements préférentiels entre partenaires provenant de la méme plante hoéte, les
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préférences alimentaires et/ou les sites d’oviposition, les adéquations physiologiques au
nouvel héte sont les facteurs qui rendent possible cette spéciation sympatrique. La phénologie
différentielle des plantes hotes exploitées favorise des accouplements préférentiels (choix
privilégié du partenaire issu d’un méme habitat) au sein des niches écologiques. Ces
processus conduisent finalement & une ségrégation écologique avec formation des races
d’hoétes. Seuls quelques caractéres, impliquant une partie du génome de I’insecte, seraient
responsables dans cette adaptation & une nouvelle plante hote qui est a I’origine de la
structuration écologique sympatrique (Thomas et al. 2003 ; Schwartz et al. 2003), d’ou
I’intérét d’une diversification des marqueurs utilisés. Dans le cas de Rhogoletis cerasi, les
études de la ségrégation écologique ont montré que la différenciation de races d’héte concerne
principalement 1’enzyme mannose 6-phosphate isomérase (Mpi), probablement impliquée
directement dans la différenciation adaptative des populations (Schwarz et al. 2003). La
méme enzyme fait partie de celles permettant de différencier des races d’hétes chez 1’espéce
sceur R. pomonella. Les auteurs ont alors conclu a I’existence d’un pool génétique commun
aux especes du genre Rhagoletis qui est vraisemblablement & I’origine de la formation de
races d’héte au sein de ce groupe. Dans les cas des Coléopteres ravageurs de 1’écorce du bois,
les marqueurs moléculaires ont permis de quantifier ’effet de la spécialisation sur la

différenciation génétique des espéces sceurs (Kelley et al. 2000).
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2.7. Quelques travaux de biologie moléculaires sur les espéces

d’insectes ravageurs de cultures

Les tableaux 1-3, 1-4, font la synthése des études d’analyse moléculaires chez les

insectes phytophages.

Tableau 1-3 : quelques études de la diversité et de la structure génétique des populations

d’insectes phytophages

Etudes moléculaires Marqueurs Auteurs et année
Microsatellites reveal a lack of structure in|Microsatellites Endersby et al
Australian populations of the diamondback of the 2006

diamondback moth, Plutella xylostella (L.).

Genetic structure of the whitefly Bemisia tabaci in | Microsatellite De Barro 2005

the Asia-Pacific region revealed using

microsatellite markers.

Population structure of the beetle pests|Microsatellites Batley et al. 2004
Phyllodecta vulgatissima and P. vitellinae on UK

willow plantations.

Migration and genetic structure of the grain aphid | Microsatellites Llewellyn et al.
(Sitobion avenae) in Britain related to climate and 2003

clonal  fluctuation as  revealed  using

microsatellites.

Hierarchical genetic structure of the introduced | Microsatellites Goodisman et al.
wasp Vespula germanica in Australia 2001

Genetic variation and origin of the red turpentine | COI Cognato et al. 2005
beetle (Dendroctonus valens LeConte) introduced

to the people’s Republic of China.

Population structure and colonization history of | NADH Nardi e al. 2005

the olive Bactrocera oleae

Tephritidae)

fly, (Diptera,

dehydrogenase gene

Rangewide variation of the maritime pine bast
scale Matsucoccus feytaudi Duc. (Homoptera:
Matsucoccidae) in relation to the genetic structure
of its host.

PCR-RFLP-SSCP

Burban et al. 1999

The voyage of an invasive species across|AFLP, COII Grapputo et al.
continents: genetic diversity of North American 2005

and European Colorado potato beetle populations.

Genetic variation in geographical populations of | ITS1, mtDNA Szalanski et al.
western and Mexican corn rootworm. 1999
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Tableau 1-4 : quelques études de la cartographie, de la phylogénie et de la caractérisation

moléculaire chez les insectes phytophages

Etudes moléculaires Marqueurs Auteurs et année
The internal transcribed spacers (ITS1 and ITS2)[ITS1, ITS2. Gallego & Galian
of the rDNA differentiates the bark beetle forest 2001

pests Tomicus destruens and T. piniperda.

Sibling species of bean bruchids: a morphological | Morphological Alvarez et al. 2005
and phylogenetic study of Acanthoscelides |characters, COlI,

obtectus Say and Acanthoscelides obvelatus |28S, 128,

Bridwell. microsatellites.

A genetic linkage map for Tribolium confusum|RAPD Yezerski et al.
based on random amplified polymorphic DNAs 2003

and recombinant inbred lines.

Lack of nucleotide variability in a beetle pest with
extreme inbreeding

Gene of resistance
to dieldrin, ITS2,
COlI

Andreev er al. 1998

Two amino acid substitution in
acetylcholinesterase associated with pirimicarb
and organophosphorous insecticide resistance in
cotton Aphid, Aphis gossypii Glover (Homoptera:
Aphididae).

Séquences
polypeptidiques

Toda et al. 2004

Identification of mutations conferring insecticide-
insensitive AChE in the cotton-melon aphid, Aphis
gossypii Glover.

Séquences
polypeptidiques

Andrews al.

2004

et

Characterization of acetycholinesterases, and their
genes, from the hemipteran species Myzus
persicae (Suler), Aphis gossypii (Glover), Bemisia
tabaci (Gennadius) and Trialeurodes
vaporariorum (Westwood).

Séquences
polypeptidiques

Javed et al. 2003

Dans la littérature scientifique, les taxons nord-américains sont les plus représentés et

les plus étudiés en analyse moléculaire. Ils sont suivis des espéces européennes. Quelques

études ont été faites en Asie et Australie alors que trés peu d’attention a été portée sur les

insectes africains, en particulier, sur ceux qui sont phytophages parmi lesquels les ravageurs

de cultures. Cela justifie, en grande partie, cette étude de génétique des populations et de

phylogéographie sur Busseola fusca, un ravageur africain des cultures de céréales.
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Section I : Biologie et écologie de B. fusca

Busseola  fusca (Fuller 1901) appartient taxonomiquement au phylum des
Arthropodes ; a la classe des Hexapoda ; & la sous-classe des Pterygotae ; a I’ordre des
Lepidoptera ; a la famille des Noctuidae ; & la sous-famille des Amphipyrinae ; au genre
Busseola et a I’espéce fusca.

Il est, sur le continent africain, I'un des ravageurs les plus importants sur le plan
¢économique de certaines graminées cultivées (Polaszek & Khan 1998). Ses chenilles forent
principalement les tiges de mais et du sorgho cultivé. B. fusca est une espece endémique en
Afrique subsaharienne ou il présente une large distribution géographique (Ajayi 1998; Moyal
1998 ; Ndemah et al. 2001 ; Haile & Hofsvang 2001 ; Kfir ef al. 2002) : il s’étend
approximativement entre 12°N et 30°S (Appert 1970). Les figures 2-1, 2-2 représentent

respectivement une chenille et un méle de B. fusca.

Figure 2-1 : ceufs et chenilles de Busseola
fusca aux différents stades (UR-IRD 072,
Gif-sur-Yvette).

Figure 2-2: Un male
de Busseola fusca (G.
Goergen, Biodiversity
Center, IITA Benin).
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1.1. Biologie de B. fusca

Le cycle biologique de B. fusca comprend les différents stades classiques du
développement des noctuelles (ceufs, chenilles, chrysalides, imagos), mais, sa durée,
notamment celle des stades larvaires, dépend des conditions écologiques.

Comme chez toutes les noctuelles, le cycle biologique de B. fusca débute par une
phase de rapprochement des sexes qui se traduit par 'attraction des maéles par les femelles via
I'émission de phéromones sexuelles (substances chimiques volatiles et attractives). Le
rapprochement des sexes conduit & I'accouplement et & la fécondation des ovocytes. Celle-ci
est suivie par la ponte. Les ceufs sphériques jaunes sont pondus par les femelles en amas (30 &4
100) entre la gaine foliaire et la tige de la graminée. La période d’incubation des ceufs est
influencée par la température et I’humidité relative (RH). Usua (1968) observe qu’une
élévation de la température associée a une humidité relative de 1’ordre de 80%, ou plus,
entraine I’éclosion des ceufs entre les 5™ et 6™ jours apres la ponte alors que pour des taux
d’humidité relative de 70% et 60%, I’éclosion se produit respectivement entre 6-7 jours et 7-8
jours. Ce méme auteur rapporte qu’une température de 22°C entraine l’arrét du
développement des chenilles alors que celles de 32°C et plus sont considérées comme létales.
Il conclut que les températures comprises entre 26°C et 30°C sont les plus favorables et les
plus appropriées pour le développement des ceufs de B. fusca. Aprés émergence, les jeunes
chenilles, au comportement grégaire, décapent les feuilles tendres du verticille des céréales et
peuvent détruire le point de croissance de la plantule entrainant le symptdme du "cceur mort”
(Bosque-Pérez & Schulthess 1998). Les chenilles restent phyllophages pendant quelques jours
puis pénétrent a I’intérieur des tiges en réalisant au préalable des perforations de celles-ci.
Une fois a ’'intérieur des tiges de céréales, les chenilles se nourrissent de la moelle de la tige
puis elles expulsent vers 1’extérieur de celle-ci de grande quantité de fines poussiéres
correspondant aux féces et aux déchets alimentaires. Le temps de développement des
chenilles a I’intérieur des tiges varie entre 26 et 33 jours (Bosque-Pérez & Schulthess 1998).
Ce développement conduit les chenilles jusqu'aux stades 6 et 8 entre le 30°™ et le 45°™ jour
aprés 1’éclosion (Holloway 1998). Les dégats entrainent un affaiblissement général de la
plante qui, en cas de fortes précipitations, est alors soumise & un taux de verse ou de casse
important. Dans certains cas, ces dégats peuvent toucher directement les jeunes épis de mais
par destruction de leur axe porteur des grains. Avant de se métamorphoser en chrysalide, la
chenille fore un orifice dans les tissus extérieurs de la tige du végétal par lequel sortira le

papillon.
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Une étape supplémentaire peut intervenir au cours des derniers stades larvaires.
Lorsque les conditions sont défavorables (saison séche ou période plus froide), les chenilles
de B. fusca entrent en diapause qui est un processus biologique qui correspond a un arrét du
développement. Cette diapause est obligatoire chez B. fusca dans les mauvaises conditions
(Kfir 1991) et peut durer jusqu’a six mois (Holloway 1998 ; Kfir et al. 2002) suivant les
conditions climatiques. Avec la reprise des pluies a la saison suivante, ces chenilles se
métamorphosent en chrysalides a I’intérieur des tiges. Elles émergent 10 a 12 jours plus tard
en donnant des papillons adultes (Bosque-Pérez & Schulthess 1998). En général, B. fusca
présente deux générations par an, mais dans certaines régions ou la diapause est réduite a
quelques semaines ou absente, il peut y avoir chaque année jusqu’a quatre générations de
cette espece (Holloway 1998). La figure 2-3 résume les différentes étapes du développement

de B. fusca.

Accouplemnt

e

hrysalide

Figure 2-3:
Cycle biologique
de B. fusca.

1.2. Ecologie de B. fusca

Plusieurs espéces d’insectes foreurs peuvent exploiter la tige d’une méme espece de
céréale. Leur coexistence implique qu’il y ait des phénomeénes de compétition et de

différenciation des niches écologiques entre les especes susceptibles d'exploiter la méme
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ressource. La plupart des espéces vont se spécialiser dans l'exploitation d'une niche

écologique bien précise. A I’échelle régionale, on constate en Afrique de I’Est, du Centre et

du Sud que cette spécialisation de niche se fait en fonction du climat et de I’altitude. Dans ces

régions, B. fusca est un ravageur majeur des cultures de mais et de sorgho a des altitudes

moyennes et élevées (> 600 m) (Nye 1960 ; Sithole 1989 ; Ndemah et al. 2001 ; Kfir et al.

2002). En Afrique de 1’Ouest, cette ségrégation de niche écologique se fait en fonction du

climat et de la culture céréaliere. B. fusca semble s’€tre adapté a des biotopes de plus basses

altitudes avec des dégats plus importants en zones de savanes sur les cultures de sorgho qu’en

zones de production de mais (Harris 1962 ; Harris & Nwanze 1992 ; Ajayi 1998). Les figures

2-4, 2-5 et 2-6 montrent quelques biotopes de B. fusca en Afrique de 1’Ouest.
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Figure 2-4: Champ de mais a
Attogon infest¢é majoritairement
par les chenilles de B. fusca. Ony
trouve aussi les chenilles de S
calamistis et quelques fois celles
de E. saccharina (Rép. du Bénin)
(Octobre 2004).

Figure 2-5: Tiges seches
partiellement brilées de sorgho
cultivé hébergeant exclusivement
les chenilles diapausantes de B.
fusca dans un champ situé sur la
Route Boukounbé (Rép. du
Bénin) (Mars 2004).



Chapitre 2 : Le modéle Busseola fusca

Figure 2-6 : Recherche dans un champ de
Nikki (Rép. du Bénin) des chenilles et
chrysalides de B. fusca dans les repousses
et tiges seches de sorgho cultivé. On y
rencontre aussi celles de S. calamistis
(Mars 2004).

Au sein des foreurs de tiges, les niches écologiques se recoupent. B. fusca évolue
dans une communauté diversifiée de foreurs, en particulier, avec des ravageurs des mémes
cultures comme Chilo partellus, Sesamia calamistis a travers toute 1’ Afrique Subsaharienne
(Polaszek 1998). En fonction des régions écologiques, d’autres foreurs de tiges peuvent étre
mentionnés. Il s’agit de C. orichalcociliellus, C. diffusilineus, S. poephaga, S. cretica, S.
penniseti, S. nonagrioides, S. botanephaga, Coniesta ignefusalis ou Spodoptera littoralis
(Ajayi 1998). Dans un méme champ, la coexistence des ravageurs est rendue possible par leur
spécialisation sur les différents organes de la plante cultivée : on citera le cas de la présence
simultanée de B. fusca, de S. calamistis, E. saccharina qui sont les foreurs de tiges et du
Pyralidae Mussidia nigrivenella qui est un ravageur d’épis (Cardwell et al. 1997).

Il existe une dynamique dans I’écologie des foreurs. Les distributions spatiales
évoluent du fait des changements environnementaux liés au réchauffement climatique et aux
invasions biologiques. Les études écologiques conduites en Afrique de I’Est et Australe (Kfir
1997 ; Songa 1999) soulignent clairement qu’on assiste aujourd’hui dans ces régions a un
déplacement compétitif de B. fusca suite a I’introduction accidentelle et a !’invasion du

Lépidoptere Pyralidae C. partellus. Ce déplacement compétitif est plus visible dans le cas du
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sorgho cultivé ou la proportion de C. partellus sur I’ensemble des populations de foreurs de
tiges de céréales est passée de 3% en 1986 a 91% en 1992 (Kfir et al. 2002).

Les nuisances économiques liées aux activités des foreurs de tiges de céréales varient
largement parmi les zones écologiques, les régions et les saisons de cultures (Bosque-Pérez &
Schulthess 1998). Les foreurs de tiges de céréales produisent généralement des dégats
similaires sur les plantes de mais et de sorgho cultivé (Seshu Reddy 1998). En Afrique
Australe, les pertes de la production de mais et de sorgho cultivé dues aux dégats causés par
les foreurs, principalement B. fusca et C. partellus, sont estimées de 10% a la perte totale
(Kfir 1988). La perte de la production céréaliére engendrée par les foreurs varie largement
entre les champs : on observe a la fois des champs non attaqués de céréales et des champs
totalement détruits (van Rensburg & Bate 1987). Les pertes de la production de sorgho et de
mais en Afrique de I’Est liées aux foreurs de tiges sont du méme ordre de grandeur que celles
observées en Afrique Australe avec les mémes variances (Seshu Reddy 1998). Cet auteur a
conclu que I’infestation des champs de céréales par les insectes ravageurs de cultures
constitue 1’un des facteurs majeurs limitant la production de mais et de sorgho cultivé en
Afrique de I’Est. Bien que I’attaque de sorgho cultivé par les foreurs de tiges soit un
phénoméne répandu en Afrique de 1I’Ouest et se traduise parfois par la destruction totale de la
culture céréaliére, Ajayi (1998) reconnait qu’actuellement des pertes trés significatives de
produits céréaliers sont rarement mentionnées. Mercer-Quarshie (1970) a indiqué que les
foreurs de tiges provoquent une réduction de 4% de la production céréaliére au Ghana. En
1990, dans la savane nord guinéenne du Nigeria, Ajayi (1991), en réalisant une comparaison
des produits céréaliers provenant de 22 champs pulvérisés ou non avec des insecticides,
constate que la perte moyenne des grains céréaliers est de 21% pour trois variétés locales. Par
ailleurs, il souligne qu’il est difficile de dissocier les effets liés & B. fusca et S. calamistis.

Il se dégage de tout ce qui précéde qu’il existe une relation étroite entre 1’écologie
des foreurs de tiges et les nuisances économiques : I’intensité et la nature des dégats causés
par les ravageurs phytophages dépendent des espéces présentes, du stage de la croissance
végétale de la plante, du nombre de chenilles exploitant la plante et de la réaction de cette
derniére face a I’attaque des foreurs de tiges (Bosque-Pérez & Schulthess 1998).

Les principales plantes hotes cultivées de B. fusca sont le mais et le sorgho (Kfir et
al. 2002) qui occupent respectivement les 1% et 2°™ rangs parmi les céréales produites en
Afrique (Murty & Renard 2001). Ces céréales ont des histoires et des biologies extrémement
diverses (espéces introduites ou autochtones, variétés culturales résistantes ou non aux

attaques d’insectes ravageurs, cycle de développement court ou long) dont la connaissance est

42



Chapitre 2 : Le modéle Busseola fusca

nécessaire pour |’élaboration des méthodes de lutte biologique contre leurs nombreux
ravageurs, plus particuliérement, contre leurs foreurs de tiges (Polaszek & Khan 1998). A ces
deux plantes hotes cultivées s’ajoute, selon certains auteurs et suivant les régions
phytogéographiques, un nombre important de plantes hotes sauvages appartenant a trois
familles de Monocotylédones : Poaceae, Cyperaceae et Typhaceae. A titre d’exemples, Haile
& Hofsvang (2001) ont identifié en Erythrée (Afrique de I’Est) seize plantes hotes différentes
de B. fusca allant des plantes cultivées aux sauvages. Il en est de méme pour I’Afrique
Centrale ou les plantes hotes sauvages semblent jouer un réle important dans ’écologie de B.
fusca. En revanche, les études conduites par Le Rii e al. (in press) au Kenya et dans plusieurs
autres pays Est africains ne semblent pas montrer que les plantes hotes sauvages présentes
dans les milieux naturels jouent un role significatif dans I'écologie de B. fusca : on ne trouve
en effet que trés rarement B. fusca sur des especes sauvages. 11 en est de méme pour I’ Afrique
de I’Ouest : seul Sorghum arundinaceum, une espéce botaniquement proche de sorgho
cultivé, est signalé au Ghana comme la plante hote sauvage de B. fusca (Gounou et al. 1994).
Quelques figures (2-7, 2-8) montrent quelques dégats causés par ’activité biologique de B.

fusca sur les tiges de mais dans une localité béninoise (Attogon).

Figure 2-7 : Dégat causé sur le mafs par la
chenille de B. fusca dans un champ a
Attogon (Rép. du Bénin) (Octobre 2004).
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Figure 2-8: Chrysalide de B. fusca a
I’intérieur d’une tige de mais dans un
champ a Attogon (Rép. du Bénin)
(Octobre 2004).

Parmi les principaux antagonistes de B. fusca, figurent les parasitoides appartenant
principalement & deux ordres d’insectes (Diptéres et Hyménopteres) (Kfir et al. 2002).
D’autres antagonistes dont I’importance varie suivant les régions phytogéographiques
régulent les populations de B. fusca vivant sur le sorgho cultivé : des prédateurs (cas de la
fourmi Dorylus helvolus (Kfir 1988)), des nématodes parasites (Hexamermis sp.) (Poinar &
Polaszek 1998) et des micro-organismes entomopathogénes qui regroupent des champignons
(Aspergillus flavus, A. sydowii, Metarrhizum sp.) ; des protozoaires et des virus. Par rapport
aux études écologiques réalisées en Afrique du Sud qui ont identifié la fourmi D. helvolus
comme prédateur de B. fusca (Kfir 1988), celles conduites par Mohyuddin & Greathead
(1970) en Ouganda (Afrique de I’Est) ont révélé quatre autres espéces de fourmis
(Tetramorium guineense ; Phediole megacephala ; Carciocondyla badonei et C. emeryi) qui
detruisent 90 % des ceufs et des chenilles de premier stade de C. ppartellus et de B. fusca.

De fagon générale, tous les stades pré-imaginaux de B. fusca sont potentiellement
affectés par les effets du parasitisme ou de la prédation des antagonistes : ceufs, chenilles,
chrysalides et imagos. On constate ainsi que les parasitoides mentionnés dans la littérature
s'attaquent principalement aux stades Jarvaires de B. fusca en Afrique de I’Est et aux ceufs en

Afrique de I’Ouest.
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Section II : Problématique générale de la these

A contrario des taxons nord américains, notamment de vertébrés, on dispose de peu
de connaissance sur la génétique des populations et la phylogéographie des insectes africains
malgré leur diversité biologique et, pour certains d’entre eux, leur importance économique et
agricole (Kutcha & Meyer 2001). En dehors des études écologiques, peu d’études de
génétique des populations et de phylogéographie portant sur des especes d’insectes nuisibles
aux cultures en général, et en particulier, sur des espéces foreuses de tiges de céréales ont été
réalisées en Afrique. Dans le cas des foreurs de tiges, aucune étude phylogéographique
n'avait été réalisée a ce jour. Pourtant, la connaissance de la génétique des populations et de la
phylogéographie d’un insecte africain ravageur de cultures a large distribution géographique
peut nous éclairer sur sa propre histoire évolutive et sur celle des autres espeéces d’insectes
africains foreurs des plantes cultivées ou celles associées au peuplement graminéen.
L’importance économique des insectes phytophages africains et 1’hétérogénéité écologique de
certains d’entre eux font des modeéles de choix pour des études de biogéographie et d’histoire
démographique. Cette hétérogénéité écologique des insectes ravageurs est bien corrélée avec
des différences dans les niveaux de nuisances économiques, les communautés d’antagonistes
et la géographie. Bien que I’hétérogénéité qualitative ou quantitative des interactions plantes -
insectes ravageurs - antagonistes ait été fréquemment observée entre différentes populations
géographiques ou écologiques d’un foreur de tiges ou d’autres espéces d'insectes, le
phénomeéne était jusqu’a présent peu pris en compte dans les études a finalité appliquée. Les
insectes ravageurs de cultures ont été généralement considérés comme des ensembles
écologiquement et génétiquement homogenes. Cette non-prise en compte de la diversité
biologique explique, en grande partie, certains échecs ou les succes relatifs d’opérations de
lutte biologique ou intégrée. La prise en compte du patron phylogéographique d’un ravageur
de cultures présente un intérét agronomique particulier car la connaissance de la distribution
originelle d’une telle espéce peut donner des indications sur les conditions climatiques ayant
permis 1’évolution ultérieure de celle-ci et 1’établissement des relations coévolutives hote-
parasites. Ce qui, par conséquent, peut conditionner la recherche plus rationnelle des agents
les plus efficaces de la lutte biologique. Cette recherche doit notamment tenir compte des
compatibilités climatiques entre la zone d’origine et la zone d’introduction de 1’agent de lutte
biologique.

Les études récentes montrent que 1’introduction de plantes exotiques peut entrainer

des changements d’hétes chez les espéces autochtones, oligophages ou monophages, qui

45



Chapitre 2 : Le modele Busseola fusca

deviennent des ravageurs des plantes introduites. On citera le cas de R. pomonella qui en
Amérique du Nord est passé de 1’ Aubépine au Pommier (Bush 1994). Il en est de méme de B.
fusca et de S. calamistis, tous les deux des espéces de noctuelles et endémiques en Afrique
subsaharienne, qui sont devenus des ravageurs majeurs du sorgho cultivé suite
vraisemblablement a sa domestication puis du mais aprés son introduction sur le continent
(Madeira Santos & Ferraz Torrao 1998 ; Chastanet 1998).

Le changement de plantes hoétes est un des facteurs favorisant la spécialisation
écologique chez les insectes phytophages. Lorsqu’une population d’une espéce d’insecte
phytophage, associée a une plante hote donnée, se trouvera confrontée a une nouvelle
ressource alimentaire certains génotypes, conférant sur cette nouvelle ressource un avantage
adaptatif a leurs porteurs, seront sélectionnés. La sélection différentielle de génotypes adaptés
a chacune des plantes hotes conduira a une différenciation génétique de plusieurs populations.
L’étude menée par Via ef al. (2000) sur I’Aphide du pois, Acyrthosiphon pisum, qui exploite
deux espeéces de légumineuses montre que la sélection directe contre les migrants et les
hybrides dans chaque milieu parental pourrait favoriser 1’évolution ultérieure des races d’hote
avec des choix de plus en plus efficaces d’habitats. Ces auteurs ont, en outre, mis en évidence
que la différenciation phénologique des plantes hétes renforce la ségrégation écologique en
favorisant 1’isolement reproducteur entre les populations d’une méme espéce. De tels
phénomeénes renforcent les accouplements préférentiels des individus issus d’un méme
habitat. Les analyses moléculaires de structure génétique des populations ont mis en évidence
que certaines especes d’insectes ont vu leurs populations inféodées aux plantes introduites
diverger génétiquement dans des intervalles de temps compris entre plusieurs si¢cles (R.
pomonella, C. serratus), plusieurs dizaines d’années (J. haematoloma) et moins de 20 ans
(Euphydrias editha). Des exemples similaires avec la formation de races d’hdtes sont connus
chez d’autres insectes. C’est le cas la pyrale européenne de mais, Ostrinia nubilalis (Thomas
et al. 2003) ; de Spodoptera frugiperda (Pashley Prowell et al. 2004). 11 est donc possible, si
I’on considéere ’ancienneté de la domestication (6.000 ans) du sorgho et de I’introduction
(16°™ siécle) du mais en Afrique, que I’agriculture ait pu, au cours des temps historiques, étre
a J’origine de tels phénomeénes de divergence génétique. Si ces derniers sont accompagnés
d’un isolement reproducteur, ils pourraient conduire a 1’apparition de nouvelles races d’hote
chez les espéces africaines inféodées a ces céréales.

Comme nous I’avons indiqué précédemment, B. fusca, signalé auparavant comme
polyphage (Polazsek & Khan 1998 ; Haile & Hofsvang 2001), exploite préférentiellement et

majoritairement aujourd’hui, suivant les zones écologiques, le mais ou le sorgho cultivé (Kfir

46



Chapitre 2 : Le modéle Busseola fusca

et al. 2002, Le Rii et al. in press). Cela suggére que I’anthropisation des milieux naturels
découlant de I’extension et de I’intensification de 1’agriculture céréaliére a créé des conditions
écologiques favorables a une adaptation de B. fusca aux plantes cultivées. Cette
anthropisation généralisée des milieux naturels n’a pas conduit & un abandon systématique des
plantes sauvages par B. fusca. Dans certaines régions phytogéographiques, ces plantes
semblent encore jouer un role significatif dans 1’écologie de ce ravageur. Le passage de B.
fusca sur les plantes cultivées reste par conséquent un phénoméne plus ou moins complet
selon les régions et en fonction des conditions écologiques et de la dynamique spatiale des
populations de cet insecte (Le Rii ef al. in press). Certains auteurs, au Cameroun notamment,
ont signalé une forte abondance B. fusca sur Pennisetum purpureum (Ndemabh et al. 2000). Si
la préférence comportementale de B. fusca pour les plantes cultivées se généralise a travers
toute son aire de distribution, ce phénoméne représente certainement ’un des facteurs qui
pourront conduire & rendre définitif le changement d’héte. Etant donné qu’il existe encore des
populations de B. fusca vivant a la fois dans les milieux naturels et anthropisés (cas de
I’ Afrique Centrale et de I’Erythrée par exemple) (Ndemah et al.2000 ; Le Rii et al. in press),
on peut tenter de metire en évidence une spécialisation écologique et une différenciation
génétique entre les populations de B. fusca exploitant les différentes plantes hotes (entre
sauvages et cultivées ou entre sorgho cultivé et mais). Une €tude exhaustive et extensive en
Afrique de 1’Ouest (Bénin, Togo, Ghana) et dans certains pays d’Afrique de I’Est (Kenya,
Tanzanie, Ouganda) montre cependant que B. fusca, trés rare dans les habitats sauvages, est
fortement associé a 1’agriculture céréaliére (Le Rii et al. in press, Sezonlin et al. non publié).
Pour la présente étude, il n’a donc pas été possible de tester la ségrégation €cologique entre
les plantes hotes sauvages et cultivées : nous n’avons pu collecter que trés peu d’échantillons
de B. fusca sur ces plantes sauvages.

Le passage des plantes sauvages aux plantes cultivées est un phénoméne récurrent
chez les insectes phytophages. La fréquence, la multiplicité et 1’indépendance de ces
événements de changement de plantes hétes restent encore mal élucidées. Les analyses
phylogéographiques moléculaires peuvent permettre de comprendre les éventuels effets de la
domestication du sorgho et de I’introduction du mais sur la structure génétique de B. fusca
tout en mettant en évidence les conditions écologiques et historiques des changements
d’hotes. Cela est rendu possible grace la datation des phénoménes génétiques et des
éveénements historiques qui se sont produits au cours des périodes géologiques. Cette datation
repose principalement sur 1’estimation des distances génétiques corrigées entre populations.

Ndemah et al. (2001), se basant sur des études écologiques des foreurs africains de tiges,
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soulignent que des barriéres gé€ographiques telles que les montagnes ou les foréts pourraient
faciliter le développement des races géographiques qui se différencieront par leur €cologie et
leur spécificité pour les plantes hétes. Si tel est le cas, il serait alors possible d’identifier de
telles barriéres en analysant la structure génétique des populations & 1’aide des marqueurs
moléculaires. Ainsi, plusieurs questions fondamentales se dégagent clairement :

Au plan de la génétique des populations, les populations de B. fusca sont-elle
structurées en fonction de la géographie ou des facteurs écologiques ?

S’il y a une structuration géographique, quels sont les éléments du paysage
(structures géomorphologiques : montagnes, rifts, cours d'eau,...) qui en sont a l'origine et
quelle en est I'ancienneté ?

Alternativement, s'il y a structuration en fonction des facteurs écologiques, quels
facteurs (abiotiques comme climat, altitude ; biotiques) sont en cause ? Parmi les facteurs
biotiques, quel role ont joué les plantes hotes, d’une part, les plantes hotes sauvages — si tant
est que 1'on puisse les identifier — et d'autre part, les plantes cultivées avec d'un coté le sorgho
(plante autochtone) et le mais (plante introduite et surtout généralisée trés récemment) ?

L'agriculture, au travers de ces deux cultures, a-t-elle influé la structure génétique des
populations de B. fusca? Quels sont les caractéres propres a l'histoire (les types de
domestication, les voies et les dates d'introduction) et aux techniques culturales (la
diversification ou au contraire 1’homogénéisation des variétés cultivées) de ces cultures qui
ont modelé ou homogénéisé la structure des populations de ce foreur de tiges ?

Le passage de B. fusca des plantes sauvages aux plantes cultivées est un phénoméne
encore mal connu. Est-il produit une ou plusieurs fois dans des populations indépendantes de
B. fusca dans plusieurs régions africaines ? Ce changement d'héte constitue-t-il un événement
irréversible et généralisé a travers toutes les régions d’ Afrique Subsaharienne ? Peut-on alors
identifier les facteurs intrinséque (traits de vie de l'espéce) ou extrinseques (facteurs
écologiques — concept d'opportunité de niche notamment) ayant favorisé¢ le changement
d’hotes chez B. fusca ? L’espéce est-elle vraiment polyphage ou simplement un oligophage ou
encore un monophage exploitant accidentellement ou occasionnellement suivant des zones
phytogéographiques les plantes hétes d’une méme famille botanique ? Au cas ou plusieurs
populations de B. fusca seraient caractérisées et identifiées a 1’aide des outils moléculaires,
est-il possible de connaitre leur histoire régionale et déterminer leur centre d’origine ?

Des hypotheses ont été avancées pour expliquer les mécanismes biologiques qui font
gu’un insecte, originellement inféodé a une ou plusieurs plantes sauvages, devient, a un

moment de son histoire évolutive, ravageur de cultures dans une ou plusieurs régions
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biogéographiques : on peut citer I’introduction de nouvelles plantes cultivées, 1’intensification

de I’agriculture et la forte anthropisation des milieux naturels.

Les études de génétique des populations et de phylogéographique d’un ravageur
apparaissent alors comme 1’un des moyens pouvant apporter des réponses aux questions
concernant I'histoire évolutive de ses populations tout en mettant en évidence la nature des
facteurs de différenciation de celles-ci. Dans le cas de B. fusca, nous avons choisi un
marqueur moléculaire, le cytochrome b, pour tenter d’apporter des réponses aux questions

soulevées ci-dessus.
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Section I : Les données biologiques

1.1. Echantillonnage des individus de B. fusca

L'échantillonnage des individus de B. fusca a été réalisé entre 2001 et 2005 par les
différents participants au programme. Les insectes ont été principalement collectés dans les
tiges de mais et de sorgho cultivé au cours des saisons de culture de ces céréales qui
correspondent aux saisons des pluies. La collecte des chenilles en diapause a été aussi réalisée
au cours des différentes saisons séches dans les chaumes de sorgho cultivé et de mais. Les
sites de récolte de B. fusca ont été choisis dans les zones identifiées comme celles de la
culture de ces deux céréales dans des régions écologiques caractéristiques. La figure 3-1
indique la répartition géographique des cinq races principales (bicolor, caudatum, dura,
guinea, kafir) de sorghos cultivés (S. bicolor) en Afrique. La race bicolor est la plus cultivée.
Elle est suivie des races caudatum et guinea alors que les races dura et kafir sont trés
localement cultivées (Deu & Hamon 1994). Le mais est cultivé dans toute 1’ Afrique mais la
production varie largement suivant les pays et les régions (Chastanet 1998).

En Afrique de I’Ouest, 19 localités du Bénin, Togo, Ghana, Burkina-Faso et Mali,
appartenant aux différentes zones phytogéographiques décrites par White (1983), ont été
échantillonnées (fig. 3-2a). En Afrique Centrale, représentée par le Cameroun, 17 localités des
régions forestiéres et savanicoles ont été échantillonnées (fig. 3-2b) alors qu’en Afrique de
I’Est, 55 localités du Kenya, Ouganda, Rwanda, Tanzanie, Ethiopie et 1’Erythrée, appartenant
aux différentes zones agroécologiques ou phytogéographiques ou ce ravageur est présent, ont
été échantillonnées (fig. 3-2c). Enfin en Afrique Australe, la collecte des individus de B. fusca
est réalisée dans 21 localités comprenant plusieurs zones phytogéographiques de plusieurs
pays de cette région (Malawi, Mozambique, Zambie, Zimbabwe, Afrique du Sud) (fig. 3-2d).
Toutes ces collectes a travers des différentes grandes régions africaines ont permis d’analyser
le génome mitochondrial d’un grand nombre d’individus (590) de B. fusca. Ces individus ont
été échantillonnés le plus souvent au stade larvaire ou nymphal.

Afin de déterminer les limites géographiques des populations qui pourraient
éventuellement étre distinguées, et de révéler le maximum de leur diversité moléculaire, les
localités d’échantillonnage dans certains pays (Bénin, Ghana, Cameroun, Kenya) sont, en
général, séparées les unes des autres d’une distance moyenne d’environ 50 km alors que pour
d’autres, elles sont beaucoup plus éloignées (figure 3-3). Nous avons retenu le Bénin (Afrique

de I’Ouest), le Cameroun (Afrique Centrale) et le Kenya (Afrique de 1’Est) pour étudier la
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structure génétique fine des populations et identifier les facteurs de différenciation des
populations d’insectes africains.

Dans la perspective des analyses phylogénétiques, une séquence haplotypique de
Busseola phaia (Lepidoptera, Noctuidae) collecté au Kenya en Afrique de I’Est, a été utilisée
comme groupe extérieur. Bien que la systématique des Lépidopteres foreurs de céréales reste
encore confuse dans la littérature (Holloway 1998), les études récentes (Moyal ef al. non
publié) ont montré que B. phaia échantillonné dans les différentes régions d’ Afrique de 1’Est

est I’espece sceur de B. fusca.

& bicolor

e caudatum
« durra

O guinea

D kafir

Figure 3-1 : distribution géographique des 5 races principales de sorghos cultivés en Afrique
(d’aprés Deu & Hamon 1994).
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BURKINA-FASO

Bibiani

CAMEROUN

Figure 3-2(a,b) : distribution géographique des localités ou B. fusca a été échantillonné (a) :
Afrique de 1’Ouest (Bénin, Togo, Ghana, Mali, Burkina-Faso); (b) Afrique Centrale
(Cameroun).

53



Chapitre 3 : Matériel et méthodes

ERITRER

Mai Awalde

ETHIOPIA

Eldoret1
UGANDA Kisumu1

Cheranga Molo
Rifts

Rift4,

Isiolo
Gatamaiyu2
achakos2

Mombasa2

TANZANIA

Makambako

Figure 3-2c¢: distribution géographique des localités ou B. fusca a été échantillonné en
Afrique de I’Est (Erythrée, Ethiopie, Kenya, Ouganda, Ruanda, Tanzanie).
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ZIMBABWE

Nyazura @

Caritonville

AFRIQUE DU SUD

Figure 3-2d: distribution géographique des localités ou B. fusca a été échantillonné en
Afrique Australe (Malawi, Mozambique, Zambie, Zimbabwe, République d’ Afrique du Sud).
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Mauritania

Central
African Republic

Democratic
Republic of Congo

Angola

Botswaria

1000 Km
{1000 Mi. 1

Figure 3-3 : les pays avec échantillonnage exhaustif de B. fusca sont marqués en noir alors
que ceux avec un échantillonnage relatif sont marqués en gris dégradé.

1.2. Elevage et conservation des papillons

Les chenilles et chrysalides récoltées étaient ramenées aux différents laboratoires des
organismes de recherche associés au programme "foreurs" (International Institut of Tropical
Agriculture (IITA), Station de Cotonou pour le Centre et 1’Ouest de 1’ Afrique et International
Centre of Insect Physiology and Ecology (ICIPE) au Kenya pour les régions Est et Australe
de I’ Afrique). Elles ont été élevées jusqu’au stade adulte sur des milieux semi-naturels faits
directement de tiges fraiches de mais et de sorgho cultivé et parfois de sorgho sauvage ou
simplement des milieux synthétiques élaborés a partir de broyats de tiges fraiches de ces
graminées. Les papillons étaient tués dés I'émergence et conservés dans 1’éthanol absolu. Ils
¢taient finalement ramenés au laboratoire Evolution, Génomes et Spéciations (UPR 9034 -

CNRS, Gif-sur-Yvette) en France pour les analyses moléculaires.
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Section II : Choix et mise au point des marqueurs et obtention

des données moléculaires

2.1. Choix des marqueurs moléculaires

Dans la perspective d’apporter des réponses aux différentes questions énumérées lors
de I’exposé de la problématique générale de la thése, un marqueur mitochondrial (cytochrome
b) a été retenu. L’objectif est de rechercher des éveénements de la paléogéographie africaine ou
du développement de 1’agriculture céréaliére pouvant expliquer I’histoire démographique
inférée a partir du marqueur moléculaire.

Avise (2000) conseille particulierement les marqueurs mitochondriaux pour des
études phylogéographiques en s’appuyant sur les nombreuses particularités de ce génome :
transmission uniparentale et maternelle, évolution moléculaire rapide, absence de

recombinaison.

La vitesse d’évolution de I’ADN mitochondrial chez les insectes a été largement
discutée. Elle est sensiblement du méme ordre que celle des génes nucléaires en copie unique,
méme si, certaines €tudes tendent & montrer qu’il existe un fort taux de substitutions
synonymes au sein du génome mitochondrial par rapport au génome nucléaire pour
Drosophila (Moriyama & Powell 1997). Le taux de substitutions nucléotidiques chez les
Lépidopteéres est en général de 1’ordre 2 % par million d’années (Brower 1994). Le taux de
substitution nucléotidique synonyme (qui ne change pas 1’acide aminé) est plus élevé que le
taux non synonyme (qui change I’acide aminé) (Irwin et al. 1991). Le taux de substitution non
synonyme est trés hétérogéne. La vitesse d’évolution n’est alors pas uniforme pour les
différentes bases nucléotidiques constituant une séquence moléculaire. Les marqueurs
mitochondriaux présentent 1’avantage d’exister sous forme haplotypique au sein d’un méme
individu ce qui facilite leur séquencage direct. Cependant, certaines études ont mis en
évidence I’existence de deux ou de plusieurs haplotypes mitochondriaux au sein d’un méme
individu (Olivo ef al. 1983 ; Solignac et al. 1984 ; Harrison et al. 1987 ; Bermingham et al.
1986). Ce phénomeéne connu sous le nom de I’hétéroplasmie provient vraissmblablement plus
de mutations mitochondriales que d’une transmission a la fois paternelle et maternelle des
molécules mitochondriales (Avise 2000). Il reste de ce fait un événement trés rare (Lunt &
Hyman 1997) et transitoire (Meusel & Moritz 1993 ; Anderson et al. 1995 ; Shitara et al.
1998).
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Le cytochrome b constitue un marqueur mitochondrial de premier choix pour une
analyse phylogéographique d’un Lépidoptére ravageur de céréales. 1l est plus variable que le
COI. Malgré I’hétérogénéité de son taux de substitutions nucléotidiques entre les différents
ordres d’insectes, le cytochrome b présente une variation intragénérique trés élevée dans ce

groupe d’organismes (Simmons & Weller 2001).

2.2. Extraction d’ADN génomique

Pour chaque individu de B. fusca analysé, la téte, les pattes, les ailes ainsi que
I’abdomen sont prélevés et conservés pour d’éventuelles études morphologiques visant a
confirmer le statut spécifique ou a identifier une race morphologique ou une espéce nouvelle.
L’ADN total est extrait & partir du thorax des papillons en utilisant le Dneasy® Tissue kit
(Qiagen GmbH, Germany) approprié. Il s’agit d’un kit qui propose un protocole spécifique
pour I’extraction de I’ADN génomique des insectes. L’ADN génomique extrait est récupéré
dans un volume total de 100 pl. Les ADN sont conservés au congélateur a —20°C pour les

analyses moléculaires.

2.3. Amplification et séquengcage d’un fragment du gene de
cytochrome b

2.3.1. Amplification a la PCR et purification des produits

Un fragment 965 paires de bases (pb) du géne codant le cytochrome b a été amplifié
avec les amorces CPl (modifi¢é a partir de Harry et al. 1998):
5’GATGATGAAATTTTGGATC3’ et TRs (Simon et al. 1994) :
S’TATTTCTTTATTATGTTTTCAAAAC3’. Le programme de PCR utilisé est suivant : une
phase de dénaturation initiale de 5 min & 94°C puis 40 cycles de dénaturation (1 min & 94°C),
hybridation (1 min 30 sec a 46°C) et élongation (1 min 30 sec a 72°C), suivi d’une phase
d’élongation finale de 10 min & 72°C. Chaque réaction de PCR contient : 3 mM MgCl, ; 0,4
mM de chaque amorce ; 0,24 mM dNTPs; environs 100 ng d’ADN plus 2 unités de Taq
Promega polymerase pour un volume total de SOul. Etant donnée que la Taq promega n’est
pas des plus fidéles, certains échantillons de B. fusca ont été simplement repris jusqu’a
I’amplification par PCR de la région cible de leur ADN. Les produits amplifiés sont purifiés a
I’aide du kit de purification QIAquick® (Qiagen).
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2.3.2. Réaction de séquence et précipitation

Les produits de PCR purifiés sont repris pour la réaction de séquence avec les mémes
amorces ayant servi a ’amplification. Afin de confirmer les séquences nucléotidiques, la
réaction est faite dans le deux sens. Pour chaque échantillon, dans un tube eppendorf de 0,5
ml, on ajoute dans ’ordre 2ul de Mix de séquence ; 3ul de tampon de dilution, 1ul de
I’amorce ; 1 a 2ul d’ADN purifié le tout complété avec de I’eau distillée pour un volume total
de 20ul. Les tubes ainsi préparés sont placés dans I’appareil de PCR et mis en route avec le
programme de séquengage décrit. Les produits obtenus a la suite de la réaction de séquence

sont précipités et déposés pour le séquengage.

2.3.3. Séquengage et alignement des s€équences nucléotidiques

Les produits des réactions de séquence sont analysés avec un séquenceur
automatique ABI prism 377 puis 3100. Les séquences obtenues sont alignées manuellement
avec le logiciel MacClade 4.06 (Maddison & Maddison 2001). Les tableaux (3-1a, 3-1b, 3-Ic,
3-1d) présentent les différentes localités échantillonnées, leurs coordonnées géographiques,

ainsi que le nombre d’individus analysés pour le géne cytochrome b.

Tableau 3-1a : Les différentes localités Quest africaines échantillonnées, leurs coordonnées
géographiques, le nombre d’individus analysés pour le géne du cytochrome b.

Pays Localités échantillonnées  Latitude Longitude  Individus analysés avec cyt. b
Bénin Attogon 0642 13N 020959E 18
Ouegbo 065034N 021013E 5
Tchaourou 090534N 023329E 10
Djougou 094141N O013717E 4
Birni 095647N 013253E 4
Route Boukounbé 101829N O012104E 22
Toukountouna 103403N O011906E 2
Tanguiéta 104002N O011803E 2
Save 081500N 023903E 9
Nikki 0956 10N 031037E 3
Togo Dzogbégan 071424N 004138E 13
Ghana  Sagymasse 06 1409N 003120W 15
Nkawkaw 064021 N 004508W 7
Abettifi 064836 N 005240W 3
Bobiri 06 1800N 012200W 1
Bibiani 061800N 021433 W 8
Tamale Road 062740N 025401 W 1
Burkina- Farakoba 104823 N 043500W 11
Faso
Mali Bamako 132010N 081430W 3
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Tableau 3-1b : Les différentes localités Centre africaines échantillonnées, leurs coordonnées
géographiques, le nombre d’individus analysés pour le géne du cytochrome 5.

Pays Localités échantillonnées Latitude Longitude  Individus analysés avec cyt. b

Cameroun Akometam 032740N 113420E 3
Bali 055138N 095817E 2
Bilik Bindzik 041807N 111751E 1
Binshua 063251 N 104414E 4
Kaiy 061709N 104404E 18
Kikaikilaiki 0616 11N 104142E 21
Kitiwum 06 1423 N 104227E 16
Mah 061729N 104337E 11
Mvoutessi 031617N 114719E 3
Njavnyuy 06 1137N 104022E 2
Nkar 060613N 103813E 2
Nkolmelen 040743N 113121E 1
Nkometou 040534N 113554E 17
Ntongee 061651 N 104221E 4
Takui 061606 N 104507E 8
Tatum 061951 N 104541E 6
Wainama 060448 N 103625E 1
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Tableau 3-1c¢: Les différentes localités Est africaines échantillonnées, leurs coordonnées
géographiques, le nombre d’individus analysés pour le géne du cytochrome b.

Pays Localités échantillonnées  Latitude Longitude  Individus analysés avec cyt. b
Kenya Cherangani 012048N 351514E 2
Eldoret 1 003453N 351333E 10
Gatamaiyu 1 010003S 364301E 11
Gatamaiyu 2 010505S 365138E 2
HomaBay 002751S 343306E 10
Isiolo 001934N 373324E 2
Kakamega 001331 N 345348E 22
Kerio 003049N 353434E 1
Kisii 1 004613S 345847E 5
Kisii 2 005447S 343144E 2
Kisumu 1 002140S 351512E 3
Kisumu 2 001021S 345448E 6
Kisumu 4 003546 N 342709E 12
Kitale 1 004727N 344930E 9
Kitale 2 011144N 344906E 13
Kitui 2 011929S 380341E 11
Loitokitok 1 0243068 373110E 2
Loitokitok 2 025546S 373059E 11
Machakos 2 012921S 371636E 12
Meru 1 002302S 373638E 4
Meru 2 000820N 372817E 6
Molo 001009S 353738E 5
Mombasa 1 015009S 371520E 5
Mombasa 2 0205278 372923E 1
Mt Kenya 1 005547S 370920E 7
Mt Kenya 2 004302S 371602E 8
Mt Kenya 4 000250S 370322E 2
Narok 1 0105328 360701E 2
Narok 2 010038S 353828E 6
Nyahururu 000444S 363416E 9
Nyembeni 001439N 375425E 6
Rift 1 005726S 363328E 3
Rift 2 003953S 362309E 4
Rift 4 001924S 360902E 3
Rift 5 000633 N 355401E 5
Slaya 000805N 341900E 1
Taita 1 032337S 382020E 3
Taita 2 032617S 382157E 3
Turkana 033217N 355138E 1
Erythrée  Mai Awalde 159824 N 382747E 11
Adi Ghergish 156821 N 386427E 1
Ethiopie = Abinea 075719N 391706E 1
Adulata 082842N 391740E 1
Aliweyo 072428 N 384023E 5
Dereba 071006 N 3832S3E 3
Elalakorke 071654 N 383907E 3
Kersa 071942N 383937E 2
Korikedi 080637N 384312E 1
Wacho 080748 N 384816E 2
Wachucafa 083514N 392106E 1
Ouganda  Fort Portal 003748N 301456E 6
Kabale 010823S 300841E 7
Rwanda  Butare 023937S 294402E 4
Tanzanie  Usambara-Soni 045124S 382040E 3
Makambako 085044S 341942E 4
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Tableau 3-1d : Les différentes localités Sud africaines échantillonnées, leurs coordonnées
géographiques, le nombre d’individus analysés pour le géne du cytochrome b.

Pays Localités Latitude Longitude  Individus analysés avec cyt. b

échantillonnées

Malawi Blantyre 155506S 3456S57E 7

Dedza 141312S 340822E 2

Mozambique Catandica 174002S 331520E 4

Sussun Denga 192949S 331619E 3

Zambie Chingola 122346S 272202E 2

Isoka 094658S 324439E 2

Kafue 154036S 281405E 2

Kalomo 170143S 262823E 1

Kapiri Mposhi 135012S 283858E 2

Livingstone 173803S 255605E 2

Mpika 113217S 313545E 2

Solwesi 1305578 255402E 1

Zimbabwe Gweru 1920478 301115E 3

Nyazura 184346S 320953E 2

Odzi 185158S 321542E 1

Afrique du Sud  Bronkhorstspruit 254442S 284440E 1

Carltonville 2620008 272200E 4

Cedara 293700S 302000E 1

NOS 264401S 270422E 3

Reitz 274710S 282843E 1

Wolmaranstad 264435S 282308E 1

Section IIT ;: Les méthodes d’études en génétique des populations et en
phylogéographie / Analyse des données moléculaires fournies par le

séquencage du cytochrome b

Les méthodes utilisées regroupent (1) les méthodes classiques qui comprennent les
méthodes d’études de la phylogénie des haplotypes et les méthodes hiérarchiques qui traitent
de la structure génétique, de la diversité moléculaire et de la démographie des populations ;
(2) les méthodes synthétiques qui comprennent ’analyse phylogéographique des clades

emboités (NCPA).

3.1. Reconstruction de la phylogénie des haplotypes
Les relations phylogénétiques entre haplotypes ont été évaluées a 1’aide des

méthodes de parcimonie et de neighbour-joining.
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Les analyses de parcimonie (MP) ont été réalisées en procédant a4 une recherche
heuristique avec les options "best trees only", "stepwise addition", "random addition
sequence" (1000 réplicats). La robustesse des topologies de MP a été estimée par les
procédures de bootstrap en utilisant 1000 répétitions (full heuristic search) de 10 réplications
aléatoires de "stepwise addition" & chaque fois pour toutes les analyses. Le résultat est
présenté sous forme de ’arbre consensus majoritaire (50% majority-rule consensus tree) ou
de consensus strict.

Les distances utilisées pour les analyses en Neighbor-Joinging ont €té calculées par
le maximum de vraissmblance sous PAUP en utilisant les paramétres des modeles de
substitutions nucléotidiques sélectionnés par MODELTEST. La version 3.06 du
MODELTEST a été utilisée pour sélectionner les modéles de substitutions nucléotidiques qui
décrivent au mieux le jeu de données de B. fusca. Les valeurs de bootstrap de cette analyse

sont obtenues a la suite de 1000 réplications.

3.2. Structure et diversité génétique des populations de B. fusca

L’analyse moléculaire de la variance (AMOVA) et de la diversité moléculaire a été
réalisée, telles que décrites par Excoffier et al. (1992), avec le programme Arlequin (version
2.00). La structure génétique des populations de B. fusca a été explorée en calculant les
différents indices de la variance moléculaire (®sy, cs et Pcr). Les hypothéses de structuration
géographique testées, a I’échelle régionale, sont issues des résultats des études de la
biogéographie portant sur des espéces d’herbivores africains associés au peuplement
graminéen (Arctander et al. 1999 ; Flagstad et al. 2001 ; Alpers et al. 2004). L’ Afrique
Centrale, de I’Est et Australe sont groupées et séparées de 1’ Afrique de I’Ouest. Pour d’autres
analyses, la structure génétique a été testée en tenant compte des résultats de 1’analyse
phylogénétique.

Dans certaines régions a structures phytogéographiques bien définies, et pour
lesquelles nous disposions d'un échantillonnage important des individus de B. fusca, des
regroupements des sites d’échantillonnage ont été faits sur la base des zones
phytogéographiques ou écologiques, et lorsque cela était possible sur la base des barrieres
géographiques naturelles afin d’étudier la structure génétique fine des populations de ce
foreur. Etant donnée I’existence d’une hétérogénéité des formations végétales en Afrique,
plusieurs cartes phytogéographiques ont été utilisées afin de mieux décrire la structure

génétique de B. fusca. En Afrique de I’Ouest, le regroupement des sites d’échantillonnage a
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été définie a I’aide de la carte phytogéographique de White (1983). Dans cette région, trois
zones concernent notre aire d’étude : forét ombrophile planitiaire guinéo-congolaise (types
relativement secs), mosaique de forét ombrophile planitiaire guinéo-congolaise et de
formation herbeuse secondaire, forét claire soudanienne avec abondance d’Isoberlinia. Au
Cameroun, ou les populations ont été regroupées sur la base des groupes phytogéographiques
identifiés par Mayaux et al. (1999) en Afrique Centrale, deux zones agro-écologiques
couvrent notre aire d’étude : forét dense sempervirente (type relativement humide); forét
claire et savane boisée. Au Kenya ou I'échantillonnage a pu étre réalisé¢ selon un maillage
relativement serré, des regroupements ont €t¢ définis en fonction de la Rift Valley, une
dépression naturelle séche, et des zones agro-écologiques d’Hassan (1998). Cet auteur
identifie cinq zones agro-écologiques au Kenya : zone séche d’altitude moyenne, zone de
transition, zone humide d’altitude moyenne, zone humide de transition, zone de hautes
montagnes tropicales. Tous les regroupements possibles de ces cinq zones agro-écologiques
ont été testés afin d’évaluer les différentes valeurs de g et ®r. Des indices de diversité
haplotypique et nucléotidique ont été calculés a plusieurs niveaux de regroupements afin
d’évaluer le degré de polymorphisme des populations et d’inférer 1’histoire démographique
des clades (Grant & Bowen 1998) indépendamment de la longueur du fragment et de la taille
de I’échantillon (Nei & Li 1979 ; Nei 1987).

3.3. Démographie des populations de B. fusca

L’inférence de I’histoire démographique des clades idenﬁﬁés a la suite des analyses
phylogénétiques est essentielle pour déterminer les facteurs ayant modelé 1’évolution des
populations. Dans le cas de B. fusca, la disparité de distribution (mismatch distribution) des
différences observées entre les paires de séquences nucléotidiques (distribution of pairwise
differences) a été analysée (Slatkin & Hudson 1991; Schneider & Excoffier 1999). La
distribution attendue est unimodale pour les populations en expansion démographique alors
qu’elle est multimodale pour les populations a 1’équilibre (Slatkin & Hudson 1991). Nous
avons calculé I’indice D de Tajima. Cet indice donne des informations sur la démographie des
populations avec une valeur négative dans le cas d’une expansion démographique et une
valeur positive dans les cas de populations subdivisées ou en équilibre démographique
(Tajima 1989a, b). Tous ces parametres démographiques ont été estimés avec le logiciel

Arlequin 2.00 (Schneider et al. 2000).
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3.4. Les méthodes synthétiques : la NCPA

Utilité et pouvoir de résolution : 1’analyse phylogéographique des clades emboités
(NCPA ou Nested Clade Phylogeographic Analysis) s’est avérée trés utile en phylogéographie
comme en témoignent les résultats obtenus par son application (Bernatchez 2001, Alpers et al.
2004). Dans plusieurs études portant sur des espéces animales ou végétales, la NCPA a été
utilisée pour inférer I’histoire évolutive ayant produit les patrons géographiques observés
actuellement entre les populations ou les espéces (Arctander et al. 1999 ; Pitra et al. 2002).
Néanmoins, Knowles & Maddison (2002) font remarquer 1’absence de test statistique pour
valider les différents scénarios évolutifs inférés. Cela représente une des faiblesses de cette
méthode. Ces critiques méthodologiques ont conduit Templeton (2004) a réévaluer la fiabilité
et la validité de la NCPA en I’appliquant au cas d’espéces dont 1’histoire évolutive est a priori
connue. Les résultats de ce test méthodologique ont conduit cet auteur a conclure que la
NCPA déduit des inférences correctes dans la majorité des cas.

Applications aux données mitochondriales (cyt. b) de B. fusca: I’analyse
phylogéographique des clades emboités a été réalisée telle qu’elle est décrite par Templeton
(1998, 2004). Les relations généalogiques sont représentées par un réseau parcimonieux
d’haplotypes qui définit une série de clades emboités. Les probabilités de connections
haplotypiques étaient calculées selon la théorie de la coalescence en utilisant successivement
le logiciel TCS 1.17 et TCS 1.21 (Clement et al. 2000). Les branches ayant des probabilités
au-dessus du seuil parcimonieux (0,95) sont retenues pour constituer le réseau. L hypothése
d’une distribution géographique aléatoire est testée en réalisant des tests de permutation pour
chaque clade et ses sous-clades. Les analyses statistiques sur les distances géographiques
intra- et interclades ont été calculées en utilisant le logiciel GeoDis 2.1 (Posada et al. 2000).
Les coordonnées GPS des localités échantillonnées ont été utilisées au cours de ces analyses.
Les valeurs significatives des distances géographiques Dc (distance géographique moyenne
entre individus portant les haplotypes dans un groupe donné et le centre géographique de ce
groupe particulier), Dn (distance géographique moyenne entre individus portant les
haplotypes d’un groupe particulier et le centre géographique du groupe de niveau supérieur
qui le contient), (I-T) Dc (distance géographique entre clade intérieur et clade apical pour les
Dc) et (I-T) Dn (distance géographique entre clade intérieur et clade apical pour les Dn)
(p<0,05) sont interprétées avec la clé d’inférence proposée par Templeton en 2004. Cette
inférence permet d’identifier les événements récents ou anciens ayant affecté la structure des

populations, mais aussi, de déterminer les patrons principaux de I’histoire de ces populations.
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Section I : Les articles publiés

1.1 Article 1
Phylogeography and population genetics of the maize

stalk borer Bussseola fusca (Lepidoptera, Noctuidae) in

sub-Saharan Africa

M. SEZONLIN, S. DUPAS, B. LE RU, P. LE GALL, P. MOYAL,
P-A. CALATAYUD, I. GIFFARD, N. FAURE and J-F. SILVAIN

Molecular Ecology (2006) 15, 407-420
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Phylogéographie et génétique des populations du foreur
de tiges de mais Busseola fusca (Lepidoptera,

Noctuidae) en Afrique Subsaharienne

Ce premier article correspond a l'exploitation des données acquises au cours des deux
premiéres années de mon travail de thése. Il a permis de définir une démarche analytique
s'appuyant sur l'analyse des travaux similaires récents et de formuler des hypothéses

explicatives pour les résultats observés.

Contexte de I’étude : 1a génétique des populations et la phylogéographie des insectes africains
et, en particulier, des espéces phytophages restent trés peu connues. Pourtant, de telles
analyses chez les insectes phytophages peuvent permettre de comprendre les facteurs qui

modélent 1’adaptation et la structuration des populations d’une espéce donnée.

Objectifs de I’étude : il s’agit (1) d’analyser la structure génétique et la phylogéographie des
populations de B. fusca présentes sur mais et sorgho cultivé dans différents biotopes de
plusieurs pays d’Afrique de I’Ouest et de I’Est et (2) de déterminer quels sont les facteurs

historiques et démographiques qui permettent d’expliquer cette structure génétique.

Méthodes utilisées : 1’échantillonnage des individus de B. fusca sur le sorgho cultivé et le
mais a été réalisé au Bénin, Togo, Ghana, Mali, Cameroun et Kenya. Un marqueur
moléculaire présentant une variabilité intraspécifique a priori suffisante a été choisi : un
fragment de 1kb du géne codant pour le cytochrome b a été séquencé. Les individus
séquencés ont été pris au hasard dans chaque population afin que toutes les localités
échantillonnées soient représentées. L’analyse des données moléculaires est faite en
combinant les différentes méthodes utilisées en phylogéographie : les méthodes
traditionnelles (généalogiques et hiérarchiques) et la méthode synthétique (analyse
phylogéographique des clades emboités) (voir détails dans le chapitre 3).

Principaux résultats et points discutés : les analyses phylogénétiques et celles des clades
emboités séparent les populations de B. fusca en trois clades majeurs : un clade regroupant les

haplotypes observés en Afrique de 1’Ouest et deux clades - Kenya I et Kenya II - rassemblant
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les haplotypes de I’Est et du Centre de I’ Afrique. Le clade Kenya I localisé sur une partie de
I’ Afrique Orientale est partiellement sympatrique avec le clade Kenya II qui présente une
large distribution géographique. La similitude des niveaux de divergence haplotypique et
nucléotidique entre et au sein de ces clades suggére qu’ils se sont isolés a la méme période
(environ un million d’années) dans trois aires géographiques différentes en Afrique
Subsaharienne. L'analyse de mismatch distribution suggére que ces trois clades ont bénéficié
d’une expansion démographique. L’analyse moléculaire de la variance indique des
différenciations géographiques a différents niveaux (populationnel, régional). L’analyse
phylogéographique des clades emboités suggéere que la distribution des haplotypes a plusieurs
niveaux hiérarchiques au sein des trois clades majeurs peut s’interpréter dans plusieurs cas par
des hypotheses de restriction des flux géniques avec isolement par la distance. La présence
d’une structuration génétique ancienne impliquant de forts niveaux de divergence entre unités
géographiques montre que la domestication du sorgho et I’introduction de mais en Afrique
n’ont eu aucun effet sur le patron géographique observé chez B. fusca en ce qui concerne du

moins le génome mitochondrial.
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Abstract

The population genetics and phylogeography of African phytophagous insects have received
little attention. Some, such as the maize stalk borer Busseola fusca, display significant
geographic differences in ecological preferences that may be congruent with patterns of
molecular variation. To test this, we collected 307 individuals of this species from maize
and cultivated sorghum at 52 localities in West, Central and East Africa during the growing
season. For all collected individuals, we sequenced a fragment of the mitochondrial cyto-
chrome b. We tested hypotheses concerning the history and demographic structure of this
species. Phylogenetic analyses and nested clade phylogeographic analyses (NCPA) separated
the populations into three mitochondrial dades, one from West Africa, and two —Kenya I
and Kenya II — from East and Central Africa. The similar nucleotide divergence between
clades and nucleotide diversity within clades suggest that they became isolated atabout the
same time in three different refuges in sub-Saharan Africa and have similar demographic
histories. The results of mismatch distribution analyses were consistent with the
demographic expansion of these dades. Analysis of molecular variance (AMov4) indicated
a high level of geographic differentiation at different hierarchical levels. NCPA suggested
that the observed distribution of haplotypes at several hierarchical levels within the three
major clades is best accounted for by restricted gene flow with isolation by distance. The
domestication of sarghum and the introduction of maize in Africa had no visible effect on
the geographic patterms observed in the B. fusca mitochondrial genome.

Keywords: African biogeography, Busseola fusar, phylogeography, Fleistocene, population genetics
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Introduction

Several species of nochiid moths behave as larval stem
borers of cultivated plants. Busseola fusaa, Sesmia calamisiis,
and Sesamiia nonagrioides are major pests on maize (Zes mays
L) and cultivated sorghum [Sorghum bicolor (L.) Moench]
throughout sub-Saharan Africa (reviewed in Kfiret al.2002).
Theirlarvae damage cereal crops, reducing yields. Some of
these spedies, such as B. fusoa, are endemic to sub-Saharan
Africa. B. fusca known as the maize stalk borer displays
ecological preferences that differ between regions. This pest

Correspondence: Stéphane Dupas, Fax: +33169070421; E-mail:
dupas@pge.crus-gif.fr

©2006 Blackwell Publishing Ltd
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is more adapted to middle- and high-altitude conditions in
East Africa, where it is abundant in the highlands (above
1500 m) and is rarely reported in the lowlands (Kfir et al.
2002). in Camercon (Central Africa), it is abundant from
high- (above 1000 m) to mid-altitade (700 m) regions (Ndemah
ef al. 2001). However, in West Africa, it is generally more
abundant at lower altitudes than in other regions. Moyal
(1998) reported that this insect was more frequent in
Guineo-Congolian rainforest (dry type) (White 1983) areas
than in savannah, whereas other studies reported thak it is
more frequent in dry savannah than in forests (Kfir el al.
2002). The pest status of B. fusca on cereal crops also varies
between regions. It is the most important pest in the
highlands of East and Southern Africa (Nye 1960; Sithole
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1989; Ndemah ef al. 2001; Kfir ef al. 2002) whereas in West
Africa, it generally has a lower economic impact (Schultess
et al. 1997) except in sorghum-growing areas where itisthe
most important stem borer (Dakouo & Ramadass 1997
Ajayi 1998). In Camercon, it was shown to be the main pest
across years, seasons and ecological zones (Ndemah et al.
2001). Locally, for each region, the population density of
B. fuscavaries according to season and year. Climaticfactors,
and bioticfactors suchas human activity, availability of wild
and cultivated plants and natural enemies, are responsible
for the population fluctuations from year to year (Dakouo
& Ratnadass 1997; Moyal 1998; Ndemah ¢ al. 2000). B. fusca
has been reported to attack a wide range of host plants
from three monocotyledonous families: Cyperaceae, Poaceae
and Typhaceae (Khan ef al. 1997; Polaszek & Khan 1998;
Haile & Hofsvang 2001). However, a 2-year exhaustive
survey carried out across East Africa (Kenya, Tanzania,
Uganda) indicates that B. fusca is uncommon in the wild
habitat, showing on the contrary that it is specifically
adapted to maize and sorghum crops (Le Ris, unpublished).
The domestication of sorghum probably began some 5000
years ago in northeast Africa (Doggett 1988; Murty & Renard
2001) whereas maize was introduced more recently, at the
end of the 16th century (Chastanet 1998; Madeira Santos
& Ferraz Torrao 1998). Since its rapid expansion at the
beginning of the 20th century, maize has becomeoneof the
most important crops in sub-Saharan Africa (Ristanovic
2001). Several insect species switched from wild plants to
cultivated crops, and became pests. The timing of these
events, and whether there were multiple or independent
host switches is unknown. Molecular phylogeographic
analysis can help to understand the possible effects of
sorghum domestication and maize introduction on B. fusca
genetic structure and can provide insights on the ecological
and historical conditions of the switch.

Apart from domestication, the genetic structure of B. fusa
is alsolikely to be influenced by its evolutionary history on
wild host plants before domestication. Very litile is known
about the population genetics and phylbogeography of African
insacts, despite their diversity and, for some of them, their
economic importance (Kuchta & Meyer 2001 ). For example,
only 10 of the 245 articles published in Molecular Ecology,
in the ‘Phylogeography, Speciation and Hybridization’
section between January 2001 and June 2004 dealt with
African animal species — vertebrates in each case. The eco-
logical and economic importance of African phytophagous
insects makes them particularly suitable models for studies
of the biogeography and demographic history of African
insects. Ndemah etal. (2001) suggested that geographic
barriers, such as mountains or forests, might facilitate the
development of speific races differing in climatic require-
ments and host-plant specificities. If this is the case, then
it should be possible to identify these natural barriers by
analysing the genetic structure of molecular markers. An
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understanding of the ecological and genetic diversity of
insect pests would make it pessible lo develop and to improve
monitoring and biological control strategies. Two main
questions need to be answered: Do the different ecological
preferences of B. fusca from different regions correspond to
molecular genetic differences? Has the ecological differen-
tiation of populations of B. fusca from different regions
depended on geography (West vs. East Africa), palacogeo-
graphic history, or biotopes occupied (high- or low-altitude
bintopes, wet or dry biotopes, savannah or forests)? Theaims
of this study were to (i) analyse the genetic structure and
phylogeography of the B. fusar populations present on maize
and cultivated sorghum in various countries and biotapes
from West, Central and East Africa, and (i} determine the
historical, demographic and ecological factors shaping the
geneticdiversity of this species. We studied the mitochondrial
cytochrome b gene, because it is informative at theintrage-
neric level in Lepidoptera (Simmons & Weller 2001).

Severalapproaches must be combined toinfer thedemo-
graphic history of a species from sequence data. Some of
these approaches are used to describe the genefic struchire,
whereas others such as nested dade phylogeographic
analyses (NCPA) are used to develop and test hypotheses
conceming the evolutionary history responsible for gener-
ating the observed structure (Bernatchez 2001). This latter
methodological approachis widely used in phylogeography
(Althoff & Pellmyr 2002; Duran ef al. 2004). Knowles &
Maddison (2002) pointed out the lack of statistical tests to
distinguish between inferences. However, Templeton (2004)
re-estimated the reliability and the validity of this method
by applying the NCPA methoddlogy to cases in which there
were clear a priori expectations. He concluded that NCPA
makes the correct inferences in the vast majority of case.
We therefore combined descriptive methods, statistical
methads, and NCPA to investigate the historical factors of
genetic differentiation of B. fusca populations.

Materials and methods

Insect DNA sampling

Busseola fusa larvae were collected from maizeand sorghum
plants during the wet seasons of 2001-2003. The larvae and
pupae sampled werereared to adult stage in thelaboratory
on host plant stems. Moths were preserved in absolute
alcohol immediately after emergence. Three hundred seven
individuals from sub-Saharan Africa were analysed: 85
individuals from 13 localities in Benin, Togo, Ghana and
Mali in West Africa; 19 individuals from three localities in
Cameroon in Central Africa; and 203 individuals from 36
localities in five different agroecological zones in Kenya,
East Africa (Hassan et al. 1998) (Fig. 1a—d). Table t provides
information about the localities, latitude and longitude
and the individuals of B. fusca analysed for each locality.

@ 2006 Blackwell Publishing Ltd, Malecular Ecology, 15, 407-420
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Fig. 1 {a) Geographic distribution of localities where Busseoln fusci was sampled and the percentage of each clade in Mali (West Africa). (b}
Geographic distribution of localities where B. fusce was sampled and the percentage of each clade in Benin, Togo and Ghana (West Africa).
(& Geographic distribution of localities where B. fusca was sampled and the percentage of each clade in Cameroon {Central Africa). (d)
Geographic distribution of localities where B, fuscr was sampled and the percentage of each clade in Kenya (East Africa).
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Table T List of sampled localities with

Country/ Individuals  pangraphic coordinates and number of
Locality sampled Latitude Longitude sequenced g fusca individuals sequenced
Benin
Atiogon 06°42'13"N 02°0959"E 9
Ouegbo 06°50'34" N 02°10"13"E 5
Tchaourou 09°0534"N 02°33°9"E 2
Birni 09°56'47" N D1°3253"E 3
Boukounbe Road 10°1829" N O121'M"E 12
Togo
Dzogbegan 071424 N 00°41°38"E 13
Ghana
Sagyimasse 06"1409" N 00°3120" W 1
Nkawkaw 06°4021" N 00°4508" W 7
Abettifi 06°4836" N 00°52'40" W 3
Bobiri 06°4212°N 01°2200" W i
Bibiani 06°1800"N 02°14'33"W 8
Tamale Road 062740" N 025401 W 1
Mali
Bamako 13°20'10" N 08°1430"W 3
Cameroon
Nkometou 04°1050" N 11°50701"E 12
Mvoutessi 0340 N 11°5340"E 1
Akometou 025540 N 11°10'15"E 3
Kenya
Cherangani 012048" N 3515 14"E 2
Eldoret 1 00°34'53“N 35°1333"“E 9
Gatamaiyn 1 01°0063" S 364301"E 9
Gatamaiyun 2 010505 S 36°5138"E 1
HomaBay 00°2751"S 34°3306"E 10
Kakamega 00°1331"N 34°5348"E 23
Kisii 1 00°46'13"S 34°5847"E 3
Kigii 2 00°54'47°S 3431'HWE 2
Kisumu 1 002145 35°1512"E 3
Kisumu 2 00°102175 345448"E &
Kisumu 4 0073546 N 342709°E 12
Kitale 1 0047Z7"N 34°4930"E 8
Kitale 2 OI'1Td4" N 34°4906"E 13
Kitai 2 01°19°29*S 380341"E 5
Loitokitck 1 02°4306" S 3731M0"E 2
Loitokitck 2 025546"S 37°309"E 9
Machakos 2 0122921°S 3716%"E 10
Meru 1 00723 S 37°363"E 3
Meru 2 00°0820" N 37°2817°E 6
Malo 00°1009" 5 35378"E 1
Mombasa 1 01°50'09" S 37FN"E 5
Mombasa 2 020527" S 37293"E 1
MtKenya 1 00°3547"S 37°0920"E &
Mt Kenya 2 00°43'2*S 3716 R"E 5
Mt Kenya 4 00°0250" S 37032"E 2
Narok 1 01°0532°S 360701"E 2
Narok 2 0170038" S 35°38°8"E 6
Nyahururu 00°0444"S 36734'16"E 9
Nyembeni 00"1439"N 37°54'25°E 5
Rift 1 005726"S 363328"E 3
Rift 2 00°3953"5 36°239"E 2
Rift 4 001924"5 3670902"E 3
Rift 5 00°0633" N 35°5401"E 5
Taita 1 03223375 38°200"E 3
Taita 2 032617"5 38°21'57"E 3
Turkana 03°3217*N 35°51'B"E 1

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Malecular Ecology, 15, 407420
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Busseoln phaia (Lepidoptera, Noctuidae) has been chosen as
the outgroup based on recent unpublished work. Although
the systematics of African lepidopteran stem borers is skl
rather confusad (Halloway 1998), our studies (Moyal ef al,,
unpublished) show that B. pha#, collected from various
regions of East Africa, is the sister species of B. fusca.

Molecular analyses

Total DNA was extracted from insect thoraxes, using the
DNeasy Tissue Kit (QIAGEN GmbH). A 1000-bp fragment
of the gene encoding cytochrome b was amplified with the
primers CF1 (modified from Harry et al. 1998): 5-GATGAT-
GAAATTTTGGATC-3 and TRs (Simon efal. 1994): 5%
TATTTCTITATTATGTTTTCAAAAC-3', Polymerase chain
reaction (PCR) cydling conditions were as follows: initial
denaturation for 5 min at 94 “C; 40 cycles of 94 “Cfor 1 min,
46 “Cfor 1 min 30's, 72 °C for 1 min 30 sand a final extension
period of 10 min at 72 °C. The reaction mixture contained
3mmMgCL, 0.4 py primers, 024 um dNTPs, and 100 ng of
DNA plus 2U of Promega Taq polymerase per 530 L. of reac-
tion mixture. Amplified products were purified with the
QIAquick purification kit (QLAGEN) and sequenced onan
automated sequencer using the amplification primers in both
directions. The consensus sequences obtained were aligned
manually, using staccLank 408 (Maddison & Maddison 2002).

Haplotype phylogeny

Fhylogenetic relationships were estimated by means of
maximum parsimony (MP) and neighbour joining (NJ) using
maximum-likelihood distances. MP analyses were performed
using heuristic search strategy starting with stepwise addition
trees replicated 10 times, using a random input order of
sequences o get the initial tree for each replicate. Robustness
of MF topologies was assessed by bootstrap with 1000
replicates (full heuristic search) of 10 random stepwise
addition replicates each, for all analyses. MODELTEST version
307 (Posada & Crandall 1998) was used to select the sub-
stitztion model that best describes thedata. An NJ analysis
of the ML distances obtained using the parameter estimates
derived from mMopEeLTEST Was performed. Bootstrap values
for this analysis were obtained from 1000 replications.

In order to estimate divergence time between cdlades,
corrected pairwise genetic distances between haplotypes
were calculated using the parameters inferred from the
nudleotide substitution mode selected by sopeLTEST. All
phylogenetic analyses were performed with raur* version
4.0b10 (Swofford 2002).

Population genetic stricture and diversity indices

An analysis of molecular variance (smMova) was performed
as described by Excoffier ef al. (1992). The population

©2006 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Exclagy, 15, 407-420
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structure of B. fuscs mitochondrial DNA was explored by
calculating the different fixation indices (® and dg). At
the regional scale, Central and East Africa were grouped
and separated from West Africa according to biogeographic
relationships highlighted by studies on the African herbivore
spedies that are associated with gramineous plant com-
munities (Arctander ¢! al. 1999; Flagstad ef al. 2001; Alpers
etal. 2004). Within each region, localities were grouped
based on hypothetical biogeographic barriers (the effect of
East Africa Rift Valley in Kenya) or according toecological
categories. In West Africa, for which ecological categories
were defined based on White (1983) phylogeographic
map, three zones concerned our study area: Sudanian
woodland with abundant Isoberfiniz, mosaic of Guineo-
Congdlian lowland rainforest and secondary grassland, and
Guingo-Congolian rainforest (drier types). In East Africa,
ecological categories were based on Hassan ef al. (1998)
agro-ecological zones. Five zones were used for our study,
Dry-mid-altitude, Dry-transitional, Moist-mid-altitade,
Maist4ransitional, Highland-tropical. All possible regrouping
of these five zones were tested for their effect on dyc and
By values.

Haplotypic (1) and nudeotide (n) diversities have been
used to estimate the level of polymorphism and to infer the
demographic history of each clade (Grant & Bowen 1998)
independently of fragment length and sample size (Nei &
Li 1979; Nei 1987).

Amova and diversity index calculations were performed
with the ArLEgQuUIN 2.000 software (Schneider f al. 2000).

Demographic history of populations

We investigated the demographic history of the dlades
identified in the phylogenetic analyses. The distribution
of pairwise differences between individual sequences was
analysed by means of mismatch distribution analysis
(Slatkin & Hudson 1991; Schneider & Excoffier 1999). A
unimodal distribution would be expected for populations
in expansion and a multimodal distribution for populations
at equilibrium (Slatkin & Hudson 1991). The raggedness
index of the observed distribution (r) representing the
maodality of the distribution, and the sum of square deviation
from the mismatch expected from a model of sudden
population expansion (S8SD) were calculated. Since the
nuclectide substitution model selected by hierarchical
likdihood-ratio tests (hIRTs) and Akaike information
criterion (AKD) (HKY +1+G) was not available in the
ARLEQUIN 2.000 software, the r and SSD indices were
calculated by using pairwise difference. Thesignificance of
these statistics was tested as implemented in arLeQUIN.
We calculated Tajima’s D index. This index can provide
information about demographic history, with demographic
expansion leading to negative values, and subdivided
populations at equilibrium leading to positive values (Tajima
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19893, b). All demographic parameters were calailated
with the arrrquin 2.000 software {Schneider ef al. 2000).

Nested clade phylogeographic analysis

NCPA was performed as described by Templeton (1998,
2004). The genealogic relationships were represented
through a haplotype parsimony network to define a series
of nested clades. The hypothesis of randam geographic
distributions was tested through permutation tests for
each clade and subclade components and the causes of the
significant geographic patterns observed were inferred by
mearns of an inference key. The probabilities of haplotype
connections were calculated using Tcs 1.17 software
(Clement ef al. 2000) and the network with probabilities
above the parsimony limit (0.95) was selected. Statistical
analyses of geographic distances were carried out with
Geopis 2.1 (Posada ef al. 2000). GPS coordinates of all the
sampling localities were used for the analyses. The geographic
distances between centres of distributions of dades were
tested for significance in permutation tests, within dade
(D,), with nested clade centre (D,) or between interior and
tip [(FT)D, and (IT)D,] at each level. Significant values
were interpreted in terms of population histoty, using the
latest inference key from Templeton (2004).

Results

Phylogenetic reconstruction

A fragment of 965 bp encoding cytochrome b was sequenced
from 307 individuals of Busseola fusm from West, Central and
East Africa. We observed 70 different haplotypes (GenBank
Accession nos AY769536-AY769605). One hundred eleven
nucleotide sites were variable (11.50%) and 50 were infor-
mativein parsimony analysis (5.18%). According toboth hERTs
and AIC, the HKY + I + Gmodel of evolution (Hasegawa ef al.
1985; Yang 1993; Guet al, 1995) was selected by MopeLTEST
version 3.07. The parameters estimated from this model
were: transition/ transversion (i /tv) ratio = 13.21; Pinvar =
0.6981; gamma shape parameter = 0.9657; nucleotide
base frequencies: A=034 C=014;G=010;T=042 As
commonly observed in insect mitochondria, the nudeotide
sequenced had ahigh A + T content (A + T =76%).
Parsimony analyses generated six equiparsimonious trees
(length = 162, (T = (.698, R = 0.931). Each of these trees was
divided intosame three clades: a clade grouping sequences
from the West African region only (W), aKenya Iclade (KT)
and a Kenya K clade (KII), which also contained sequences
from Cameroon. Discrepancies between these six equi-
parsimanious topologies concemed only theapical nodes. It
was therefore possible to construct a strict consensus of the
mogt parsimonious trees (Fig. 2). NJ tree obtained using ML
distances was similar to topology derived from MP analyses.

75

Chapitre 4 : Résultats et discussion

The three conspicuous clades of individuals and haplo-
types are supported by bootstrap values exceeding 50%
both for MP and NJ analyses. The smallest clade KI
comprised & haplotypes and 43 individuals, all of which
came from Kenya. The clade KIT comprised 39 haplotypes
and 179 individuals and had the largest distribution from
East to Central Africa. Finally, the dlade W comprised 23
haplotypes and 85 individuals and was found only in Waest
Africa. No haplotype was shared between West African
populations and East-Central African populations. Both
in MP and NJ analyses, W and KI were supported by high
bootstrap values whereas KIT was supported by lower
bootstrap values. The phylogenetic relationships between
these three major dlades remain unclear. The sister group
status of clades Wand KI was observed only in N] analysis
and supported by low boolstrap values.

The carrected mean pairwise genetic distances between
haplotypes within and between clades areshown in Table 3.

Genetic structure and diversity indices of the B. fusca
populations

Significant genetic structure was observed at various hier-
archical levels (Table 2). Most of the molecular variation
was accounted for by the differentiation between large
population units comresponding o biogeographic units,
West Africaon onehand and Eastern Africa + Cameroon on
the other hand (b= 0708, P < 10-3). Significant genetic
differentiation was observed among the populations within
these two biogeographic units (@ =0.360, P < 10-3). Within
Kenya, most of the variation was accounted for by the Rift
Valley (@ = 0397, P < 10-3), suggesting that this geographic
feahrre constitutes a strong natural barrier ko gene flow.
Other arrangements based on Hagsan’s agrodlimatic zones
in Kenya were lested. The differentiation among these
agroclimatic zones was significant (& = 0.106, P = 0026 +
0.005) bat this value remaired low compared to effect of

_the East Africa Rift Valley. The highest d; value among

combinations of agrodimatic zones (0.197, P= 0,005 £ 0.002)
was obtained by grouping dry vs. others agro-ecological
zones. In West Africa, no genetic structure was observed
between White's (1983) phytogeographic zones. For all
hierarchical struchures testad in West and East Africa, the
geneticdifferentiation between localities (o) was significant
within group (Table 2).

The three conspicuous clades are separated by similar
mean distances and displayed similar nudeotide and
haplotype diversity indexes (TaHle 3).

Dernographic history of B. fusca

In the absence of a suitable intrinsic calibration we can
apply the approximate 2% per million years divergencerate
for insect mtDNA of Brower (1994). While this provides

® 2006 Blackwell Publishing Ltd, Mdlecular Ecology, 15, 407420
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95492

napi2 | Clade West

£4/62

5361

5d7.

97792

haptp | Clade Kenya |

8585

S4i—

58/82

Clade Kenya it

£5/55

Table 2 Values of §y- and @4 for different hierarchical levels and associated probabilities

Fig. 2 Strict consensus of the most parsi-
maonious trees. Bootstrap support of > 50%
in both MP {first number) and NJ {second
number) searches in 1000 replicates are
given for the relevant nodes. Busseola phaia
was used as the outgroup taxon.

Hierarchical level

He

"’cr

> Major biogeographic zones (East + Central

Africa} vs. (West Africa)
> East Africa:
- Rift Valley Barrier

~ Hassan's Agroclimatic zomes (i, 2, 3,4, 5*

~ Hassan’s Agroclimatic zones

Dry vs. Others {1 +2),(3 + 4 + 5)*

> West Africa:

- White's phytogeographic regionst

0.360 (P < 10-%)

Q.104(P< 10-3)
0250(P < 10-%)
0264({P<10)

0443(P < 10-3)

0.708 {P < 10-3)

0.397 (P < 109
0.106 (P = 0.026 + 0.005)
0.197 (P = 0.005 + 0.002)

0.000 {P = 0.332 £ 0.013)

Legend: values of . (lacalities within groups) and &, (groups) for different hierarchical levels, and associated probabilities.
*Hassan's agrodimatic zones in Kenya; 1: Dry-mid-akitude; 2: Dry-transitional; 3: Mokst-mid-altitude; 4: Moist-transitional;

5: Highland-tropical.

1White's phytogeographic regions in West Africa (numbers are from White’s map). #27: Sudanian woodland with abundant Isoberfinia;
#11a: Mosaic of Guineo-Congolian Jowland rainforest and secondary grassland; #2: Guineo-Congolian rainforest {drier types).

©2006 Blackwell Publishing Lid, Molecular Ecology, 15, 407420
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Table 3 Corrected mean pairwise genetic distance between haplo-
types {p dist.), haplotype diversity (i} and nucleotide diversity (1)

Haplotype Nucleotide
Clades  pdist. (%) diversity diversity (%)
W 03775+0.1253 0906200166 02714 +0.1624
Ki 03228+0.1195 0810600026  02111£0.1343
K1 0488802243 08276 +0.0260 03838 £0.2156
W-KI  27957:0223

W-KI 3123502387

KI-KI 25660 +0.2466

estimates for the placing of divergence dates amangst our
clades, it mustbe recognized that the error assodiated with
theseis unknown. The percentages of nudeotidedivergence
observed between the threeclades (2.5-3.1%) suggest they
have been separated for about a million years (Myr). Within
each of the three dades, the mean distance between haplo-
types suggests that their mean divergence time is around
200000 years. The three clades display strong haplotypic
diversity (between 081 and 091) assodiated with low
levels of nucleotide diversity (between 0.21 and 0.381).
This accumulation of haplotypes suggests that the dades
experienced bottlenecks at their origins, followed by major
population demographic expansion (Grant & Bowen 1998;
Avise 2000). Both the variance (SSD) and raggedness index
{r) tests sugpested that the curves (Fig. 3a—c) do not signi-
ficantly differ from the distribution under a model of popu-
lation expansion (Pgen = 0.15 and P, =0.41 for W; Pggy =
0.69 and P, =0.75 for KI; Py = 081 and P, = (.88 for KII).
Similarly, thenegative values obtained for Tajima’s D index
for each clade (-1.30536; —0.9992; —0.84178 for clades W, KI
and KT, respectively) are all consistent with this hypothesis
of population expansion since the origin of the clades.
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Nested clade phylogeographic analysis

The NCPA network calculation defined the same three dlades
revealed by MP and NJ analyses. With the parsimony thres-
holct of 0.95, these three clades were not linked (Fig. 4a—c).
The West African clade contained the 23 haplotypes observed
exclusively in thisregion and five hypothetical intermediate
haplotypes, hierarchically grouped into 10 ‘one-step dades’,
4 ‘two-step clades’, and 2 ‘three-step clades’. The Kenya I
clade contained the eight observed haplotypes and three
hypothetical haplotypes: 4 ‘one-step clades’ and 2 ‘two~
step clades’. Finally, the Kenya II clade, with 39 observed
haplotypes and only four hypothetical is arganized into 11
‘one-step’ clades and 4 ‘two-step clades’.

Nested contingency analysis on the haplotype network
revealed significant geographic associations in the three
major networks at all clade levels. These significant values
were interpreted using Templeton’s (2004) interpretation
key (Table 4). Seven of the eight clades displaying geo-
graphic associations were interpreted by restricted gene
flow with isolation by distance, and one by contignous range
expansion.

Discussion

All three phylogenetic analyses separate Busseola fusca into
three major clades corresponding to three geographic units:
one originating from the West African region (W), one
restricted to East Africa (KT), and one found from Central
toEast Africa (KIT). Geographic overlap was observed only
between the two East African clades. Applying amolecular
dock of 2% substitution per Myr for insects, these different
clades would have expanded from populations that experi-
enced bottlenecks around 1 million years ago (Ma). This is
long befare sorghum domestication and maize introduction
to Africa. These bottlenecks occurred in ancient periods

Fig.3 Mismatch distribution  analysis

showing histogram of observed mismatch

frequenciesand best-fit arrve of thesudden

expansion model. (a) West Africa popula-

tion; {b} Kenya I population; {c) Kenya I
M population.
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Fig, ¢ Haplotype netwark of 31l haplotypes detecied for Bussiole fiser. Each haplotype is labdled by its mimber. Haplotypes not sampled
orextind are dezignated by small circles. {2} West Africa population; &) Kenya | populatior () Kenya H papulation.

probably due to climatic and / or geological events. Major
climatic changes oourred insub-Saharan Africa during the
Pleistocene. The period of climatic instability started 3.3-
245 Ma, osdlating between hot /humid and cooler, drier
periods (Wagner 2002). A shift to arid, open conditions
occurred in near 2 8§ Ma, 1.7 Ma, and 10 Ma (dehfenncal
1995). deMenocal (1995) concluded that this alternation
of ald, dry periods and warmer, wetter periods led to
ascillations in savannah biotope expansion. Considering
the approximate nature of molecular dock in insects, and
the absence of fossi data, the three major clades may have
started their divergence in three bottlenerked populations
isolated at one period in the Pleittacene. In comparison to
ather lepidopteran stemy borer pest species, B. fusat is less
abundant atlower altitude and warmer cond ithoos (Kfir ef of.
2002). This is consistent with a hypothesis of reduction of
its geographic range, isolation of small populations and
differentiation in high altitude refuges during a period of
warmer conditions. Such climatic changes may also have
provided apportunities for sorne populations of B. fusen, as

© 2006 Bladawell Publishing Lid, Maolecider Brobgy, 1%, 407~420
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clade W toadapt to warmer conditions. The genetic structure
of the B. firsen populations resernbles the patterns observed
for some mammalian herbivores {Alpers ef al. 20041 For
example, the phylogeographic patterns of African mammals
aredue to alternation between periods of population isolation
and genwhic differentistion in one ar several refuge areas
during warmer cimati conditions and periods of population
expansion and genetic exchange during colder and drier
climatic conditions {Arctander efal. 1999 Flagstad efal.
2001; Van Hooft ef of. 2002). Mean divergence age observed
for rodent populations from the African genus §jdtisorex
are also consistent with earTy Pleisiocene differentiation
Increased aridity during this period was regarded as the
main factor responsible for population divergence of this
group {Quérouil et al. 2003). The East Africa region has
been deteribed ag a mpsaic of secondary refuge zones for
herbivorous mammals, with perindic exchanges through
temporary contact bridges in the East Africa Rift Valley
({Livingstone 1982; Arctandere! al. 1999). Although the East
African populations of B. fuscw are now overlapping, the
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Table 4 Result of nested <lade analygis for clades in which a zignificant geographic assoclation wag detected. Haplotypes/clades shaded in grey are interior. RGFEEBD: restricted gene
fow with isolation by distance, CRE: contiguous range expansion. B, awrage distance of individuals from the clade’s geogmphic centre. D, the average distance of individualg from
the geogmphic sentrenfall members of the nestod ¢lade. (FT),, the avemgedigtance between interlor and Hp clades within a given dade, and (LT}, the avemge distance between interior
and Hp clades in the nested dlade. Superseript L or 5 denotes significantly large distances and gignificantly small distances for P < 006, reapectively.
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Rift Valley explains most of the molecular variation n
Kenya and seems to have worked as an impartant natural
barrier to maintain population structure. The Rift Valley
have arisen and expanded from 29 to 1.6 Ma {Zeitoun
20000. It works a¢ a natural barrier reinfordng population
structure in many species of vertebrates (Arctander et al.
1999; Pitra of af. 2002). Qur results on B. fusca suggest this
natural bartier plays a similar role on reinforcement of
population structure within this species, which in our case
were probably initially sclated in chmatic refuges In addition,
biogeographic distinction has been observed between the
vertebrate faunas of West Africa and Cameroon /East
Africa (Alperset al. 0104) and this pattern iswhat we found
for B. fusca populations. In summary, the major effect of
Rift Valley, the possible importance of Pleistocene climatic
cyces and the strong differentiation between Central +
East Africa and West Africa suggest that similar climatic
and geologial processes drove the genetic differentiation of
B. fust and herbivarous vertebrate populations. Varipus
demographic mdices suggest that each of the three dades
of B. fusea experienced population expansion after this
periad of bottlenecks. Within each clade, genetic diversity
is now geographically distributed in a pattern suggestive
of restricted gene flow with isolation by distance.

The preserce of a large population unit, dade K, from
Cameroon bo Kenya is corsistent with the hypothesis of a
faunistic ink between these two regions {Carcasson 1964;
DeJong & Congdon 1993; Bruhl 1997}, which are separated
by a distance of 3000 km. An eastern origin is a possbility
as itwas suggested for a butterfly species in Cameroon (De
Jong & Congdon 1993). De Jong & Congdon (1993) argue
that thelow animal species diversity in highland forests of
Cameroon suggests that these species originated from long-
distance migration from East Africa. However, the nature
of this faunistic Iimk was not elucdated by our study and
remains unknown for B. fuso.

In West Africa, only a few haplotypes were shared between
Iocalities. The sarme was true, but to a lesser extent, in Eagt
Africa Significant fine-scale strudure was observed within
each biogeographic region, and each geological and
emlogical category. This fine-scale structure suggests that
B. fusca 1 a faidy sedentary species. However, field experi-
ments are required to determine whether this behavioural
pattern i therule in all ecological situattans. Kfir of al. (X02)
have shown that, during the dry season, crop residues
contain a large number of B. fuzcdt larvae The authors
concluded that the insects present in the crops came from
crop residues at the same site rather than migrating from
ather areas. Moyal (1998) reported large differences in larval
population densities between two sites less than 50 km
apart, which might be due to demographic isolation and
low dispersal capacities. Nevertheless, our recent spurious
observations of B. fused inranote poorly suitable dtes in
northern Kenya, suggest that within this region, B. fusea

© 2006 Blackwell Publishing Lid, Molecidar Bobgy, 15, 407-420
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population density is low or that long-distance migration
may ogursporadically. The population from western Kerya
{KT) scems to be more restricted geographically than the
other two clades. Future collections of moths in Central
Africanstates {such as Uganda and Congzo) will be required
to improve our estimates of the geographic range of this
clade.

The original wild host plant of B. fusea has notbeen iden-
tified in the field since this maize stalk borer i uncommon
in wild habitats. However, the preference of thisspecies for
cultivated sorghurn (Khan e al. 1957; Hatle & Hofsvang
2002) suggests that it was originally associated with a
particular spedes of wild sorghum. Experimental Labor-
atory studies of oviposition choim among alarge number
of wild and cultivated Poacag, Cyperacae and Typhacae
demonstrated that both adults {for oviposition) and
Iarvae {for their development) display a preference for a
particular wild sorghum varety (Sorghum vulgare pres.
var. sudinense) (Khan of al. 2000 Haile & Hofsvang 2002).
Haile & Hofwvang {2002) also showed that 5. trulgare was
the caly wild host plant allowing complete development
of this insect. The simplest hypothests i3 that B. fusca
switched from wild to cultivated sorghum during the
process of domestication.

The domestication of wild sorghum began in northeast
Africa, butinvestigations have shown that genetic exchange
occurred locally between this common genetic stock and
wild sorghum in all regions during the expansion of
agriculture in Africa Ollitrault etal. {1989) revealed that
wild sorghum is geographically structured into three main
groups, one from West Africa, one from southern Africa
and one group associating East and Central Africa. The
genetic structure of populations of cultivated sorghum
has therefore, to some extent, been influenced by regional
hybridization /mirogression events with the wild sorghum
species and this may have resulted in various regionally
distinct genetic groups within cultivated sorghum (Beu &
Hamon 1994). For ingects agsodated with wild or cul tivated
sorghum, the same regional influence seems to be true.
B. fusen displays a similar geographic pattem, with dades
specific to West Africa and clades from East and Central
Africa Further analyses on southern African populations
will show us whether they belong to yet another clade
Although we have found a similar pattern, we cannot
conclude that the same events struchured the insect and its
putative wild host plant We infer the existence of palaec-
refuges for B. fusca based on phylogeographix analyses
and present ecological preferences of this species. In
contrast, the ecological preferences of wild sorghum straing
are highly variable {(De Wet 1578). This suggests that the
refuges and for fragmentation barriers that have shaped
the population structure of the insect may be different for
the plant. However, for both the insect and the plant it is
Likely that ancient events shaped the observed genetic
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structure. The influence of ancient genetic events may be
even more impartant for the insect than for the plant: the
genetic structure of B. fusee populations clearly does not
derive from a recent invaston of a common genetic pool
ariginating from the region of sorghum domestcation
{northeast Africa), but it is instead exclusively inherited
from patterns determined by the ancient history of the
msect on wild Poaceae in a palaeoclimatic context that
favoured the geographic isolation of three different popu-
lations in refuge zones corresponding to B. fusa eoological
preferences. This suggests that the switch from wild to
cultivated sorghum oocurred several times from local
populations of B. fusea This hypothesis of the stability of
genetic structure from ancient wild B. fusca to actual
populations associated to cltivated plants should be
tested for other regions of the genome, in particular
nuclear genes. This will increase our understanding on
the signature of plant domestication on pest population
genetic structure. For instance, in the pyralid Ostnma
nubililis, the European corn borer, no genetic differenti-
ation was observed between insects on matee and wild
hosts for mitochondrial markers whereas strong differ-
entiabion was observed for nuclear allozymes (Thomas
ef al. 2003). Thus, only part of the genome may be affected
by domestication and involved in the adaptation to
cultivabed plants

Inconclusion, based on mitochondrial DNA, three major
groups of populations can be distinguished in B. fusca:
a homogeneois and geographilly isolated population
from West Africa, and two populations from East and
Central Africa withoverlapping distributions. Fhylogenetic
relation ships suggest that the three populations differenti-
ated in different regions of Africa during the same period,
before human-mediated ecological changes Analysis of
molecular variance and NCPA mterpretations suggest that
local population differentiation was shaped by restricted
gene flow with solation by distance. The strong genetic
structure observed suggests that B. fuscr has in general
lirnited dispersal capacities.

Although Iittle is Inown about the biogeography of
African phytophagous insects, the factors responsible for
the patterns observed in B. fusra can be compared with
those identified in studies on other herbivores, particularly
mammals. The East Africa Rift Valley was alwo identified
as a major factor for genetic structure for several groups of
vertebrates m Africa{Arctander et of. 1999; Pitraet af. 2002).
Moregenerally, thestudy on B. fisa suggests that climatic
fluctuations in the Pletstocens generated isolated popula-
tions and shaped the gerwtic structures of various groups of
herbivores associated with gramineous plant communities
i Africa, both for mammals (Arctanderef al. 1999; Flagstad
et al. 20%; Alpers f al. 2004) and insects. These results for
B. fusar generate new hypotheses for future investigations
of African insect phylogeography.
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Patron phylogéographique et histoire évolutive
régionale du foreur de tiges de mais Busseola fusca

(Lepidoptera, Noctuidae) en Afrique Subsaharienne

Ce second article reprend la démarche analytique employée précédemment, mais, le jeu de
données analysé a été considérablement complété sur le plan géographique afin de tester les

hypotheses issues du premier article.

Contexte de I’étude : afin d’approfondir les connaissances sur la génétique et 1’évolution des
populations de B. fusca et en déduire I’histoire régionale, I’étude a plus grande échelle de ce
foreur de tiges a été réalisée. Cette seconde étude devait permettre de compléter et d’affiner le
patron phylogéographique observé précédemment et de tester les grandes hypothéses
dégagées au cours de la premiére analyse qui a porté seulement sur six pays (Bénin, Togo,
Ghana, Mali, Cameroun et Kenya) et qui a mis en évidence 1’existence de trois clades majeurs
avec des distributions géographiques et des structurations génétiques caractéristiques.
Certaines régions africaines (cas de la région des Grands Lacs) sont connues comme des lieux
abritant une importante biodiversité alors qu’une dépression séche comme celle de la Rift
Valley semblait jouer un role dans la structuration des espéces. Une meilleure couverture des
régions déja étudiées, mais aussi, celle de distribution de 1’aire de B. fusca s’avérent
nécessaires étant donné qu’on se pose plusieurs questions concernant la nature des
populations présentes dans les autres régions (Afrique Australe et Centrale) non étudiées dans

I’étude précédente.

Objectifs de I’étude : 11 s’agit (1) de comprendre I’histoire évolutive de B. fusca a I’échelle du
continent africain, (2) d’identifier le centre d’origine possible des populations mises en
évidence et de préciser le patron phylogéographique ayant modelé chaque clade de B. fusca.
En outre, il convient (3) de déterminer si d'autres clades existent, notamment en Afrique
Australe, clades qui pourraient correspondre a des zones refuges différentes de celles mises en
évidence précédemment. L'existence d'un clade de B. fusca propre a I’Afrique Australe et
correspondant au groupe Sud africain de sorgho cultivé doit étre, en particulier, recherchée. Il

convient enfin (4) de déterminer les limites géographiques de chaque clade identifié.
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Meéthodes utilisées : 1’échantillonnage des individus de B. fusca sur le sorgho cultivé couvre
la majeure partie de 1’aire distribution de ce foreur. Cet échantillonnage est fait parallélement
avec la collecte des individus de B. fusca vivant sur mais. Le méme marqueur moléculaire, un
fragment du géne codant pour le cytochrome b, a été séquencé chez tous les individus
collectés. L’analyse des données moléculaires est faite en combinant les différentes méthodes

utilisées en phylogéographie et présentées au chapitre 3.

Principaux résultats et points discutés : cette étude confirme 1’existence des trois clades
principaux d’haplotypes (W, KI, KII) chez B. fusca. Il n’y a pas de nouveau clade spécifique a
1’ Afrique Australe. Les analyses démographiques et phylogénétiques indiquent une expansion
démographique locale s'accompagnant des phénomeénes de restriction de flux de génes avec
isolement par la distance. Le clade W reste séparé géographiquement des clades KI et KII qui
sont partiellement sympatriques. La distribution géographique du clade KII, connue de
1’ Afrique de I’Est a 1’ Afrique Centrale, s’étend jusqu’en Afrique Australe. De méme, celle du
clade KI connue uniquement au Kenya remonte jusqu’en Erythrée en passant par Ethiopie,
Ouganda et Ruanda. L’analyse de mismatch distribution et les valeurs négatives de 1'indice D
de Tajima sont bien en accord avec 1’hypothése d’une expansion démographique de ces trois
clades. Des différenciations génétiques significatives sont révélées aux différents niveaux
géographiques par 1’analyse moléculaire de la variance (AMOVA). L’estimation des indices
de diversité haplotypique et nucléotidique a travers les différentes zones écologiques ou
géographiques (regroupement des pays) définies a permis de proposer des centres probables
d’origine géographique de chaque clade : la région forestiére d'Afrique de 1'Ouest (Ghana)
pour le clade W, la région érythréenne pour le clade KI et la région Est-Sud africaine (Kenya)
pour le clade KII.
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Abstract Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera, Noctuidae) is one of the major cereal pests in
sub-Saharan Africa. Previous phylogeographic investigations on samples collected in Kenya,
Cameroon and West-Africa showed the presence of three main clades (W, KI, KII) originated
from populations isolated in West and East Africa around one million years ago.
Demographic and phylogenetic analyses suggested that this event was followed by local
demographic expansion and isolation by distance. These hypotheses were tested by a more
comprehensive sampling across B. fusca’s geographic range in Africa. Comparisons of
sequences of partial mitochondrial DNA gene (cytochrome b) from 489 individuals of 98
localities in southern, central, eastern and western African countries confirmed the presence
of the three main clades. Phylogenetic, F-statistics, demographic parameters and nested clade
phylogeographic analyses confirmed that the clades experienced geographic and demographic
expansion with isolation by distance after their isolation in three refuge areas. The geographic
range of clade KII, already known from East to Central sub-Saharan Africa was extended to
Southern Africa. Mismatch distribution analysis and the negative values of Tajima’s D index
are consistent with a demographic expansion hypothesis for these three clades. Significant
genetic differentiations were revealed at various hierarchical levels by analysis of molecular
variance (AMOVA). Hypotheses about the geographic origin of the three main clades are
detailed.

Scénario phylogéographique et histoire évolutive régionale du foreur de graminées

Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera: Noctuidae) en Afrique sub-saharienne.

Résumé Busseola fusca (Fuller) (Lépidoptére, Noctuidae) est ’un des ravageurs majeurs des
cultures céréaliéres en Afrique Subsaharienne. Une premiére étude phylogéographique portant
sur des individus échantillonnés au Kenya, au Cameroun et en Afrique de 1’Ouest a montré
I’existence de trois clades principaux (W, KI, KII) issus de populations isolées & 1’Ouest et a

I’Est de I’Afrique il y a environ un million d’années. Les analyses démographiques et
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phylogénétiques indiquent que cet événement a été suivi d’une expansion démographique
locale avec des phénoménes d’isolement par la distance. Ces hypothéses ont été testées a plus
grande échelle griace a un échantillonnage des populations de B. fusca couvrant désormais la
majeure partie de son aire de distribution. Le séquengage d'un fragment du géne
mitochondrial codant pour le cytochrome b chez 489 individus provenant de 98 localités des
pays sud, centre, est et ouest africains confirme I’existence des trois clades observés
précédemment. Les résultats des analyses phylogénétiques, les paramétres démographiques,
les statistiques de Wright ainsi que les analyses des clades emboités confirment que ces trois
populations, aprés avoir €té isolées dans des aires refuges différentes, ont connu une
expansion démographique et géographique avec un isolement par la distance. La distribution
géographique du clade KiZ, connue de I’Afrique I’Est a I’Afrique centrale, s’étend jusqu’en
Afrique Australe. L’analyse de ‘mismatch distribution’ et les valeurs négatives de I'indice D
de Tajima sont bien en accord avec I’hypothése d’une expansion démographique de ces trois
clades. Des différenciations génétiques significatives ont été révélées aux différents niveaux
hiérarchiques par I’analyse moléculaire de la variance (AMOVA). Les hypothéses sur

’origine géographique des trois clades sont précisées.

Keywords: Stem borer, population genetics, cytochrome b, Pleistocene, Africa.
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Introduction

The most important cereal crops in sub-Saharan Africa are maize, millet, rice and sorghum.
Most of these cereal crops serve as host plants for many stem borer insects among which
Busseola fusca (Fuller 1901) (Lepidoptera: Noctuidae) is one of the most economically
important pests (Polaszek & Khan 1998). B. fusca is an endemic species in sub-Saharan
Africa with wide geographical distribution (Ajayi 1998; Moyal 1998; Ndemah et al. 2001;
Haile & Hofsvang 2001; Kfir ef al. 2002). It is a major pest of sorghum (Sorghum bicolor [L.]
Moench) and maize (Zea mays L.) (Poaceae). The domestication of sorghum probably began
some 5,000 years ago in North-East Africa (Dogett 1988; Murty & Renard 2001) whereas
maize was introduced more recently, at the end of the 16™ Century (Madeira Santos & Ferraz
Torrao 1998; Chastanet 1998). Busseola fusca varies in its ecological preference across its
geographical range. It is more adapted to lowland in West Africa than in East and Southern
Africa (Kfir et al. 2002). Previous study on the genetic structure of B. fusca shows that this
ecological preference is associated with major differences in partial DNA sequence of the
cytochrome b mitochondrial gene (Sezonlin e al. 2006). According to that study, B. fusca
populations are differentiated into three major clades of mitochondrial haplotypes, one located
in West African region (W), one restricted to East Africa (K7) and one found in Central and
East Africa (KII). The origin of these clades is likely related to Pleistocene climatic events.
Partial geographic overlap was observed only between clades KI and KII. Biogeographic
barriers likely corresponding to B. fusca ancient history on wild Poaceae have been shown to
be the major factors of differentiation of this species. These barriers, namely the Cameroon
Volcanic Line (CVL) region between Central and West Africa and the Rift Valley in East
Africa, appear to be similar to those that shaped geographic differentiation of phytophagous
mammals and rodents (Sezonlin ef al. 2006).

However, no signature of sorghum domestication and maize introduction has been detected
yet on the genetic structure of B. fusca, despite the expected important demographic

consequences of this switch to cultivated plants.

The regional evolutionary history and the centres of origin of the mitochondrial clades remain
unknown. To answer these questions and to more accurately estimate geographical
distribution of each clade, the sampling of B. fusca was completed to include most of its
geographic range from Western, Eastern to Southern Africa. Samples from Eritrea, Ethiopia,
Malawi, Mozambique, Rwanda, Republic of South Africa, Uganda, Zambia and Zimbabwe
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were added. Partial sequences of the gene coding for cytochrome b, informative at the
intrageneric level in Lepidoptera (Simmons & Weller 2001; Sezonlin et al. 2006) have been
used. A sequential approach combining several phylogeographic and evolutionary methods
(Bernatchez 2001) was used to analyse the molecular data and infer the demographic history
of B. fusca populations in more details. Such analyses in sequential approach that start from
phylogeny to evolutionary history via demography and genetic structure allow us to move
from testing deeper phylogenetic splits to inferring recent patterns of population structure.
This also may highlight the centres of origin of B. fusca populations and may elucidate the
regional evolutionary history that has produced this genetic structure.

Material and methods

Moth sampling

The sampling of Busseola fusca individuals was carried out between 2001 and 2004. B. fusca
individuals were sampled in West Africa (19 localities from Benin, Togo, Ghana, Mali and
Burkina-Faso), in Central Africa (3 localities from Cameroon), in East Africa (55 localities
from Kenya, Uganda, Rwanda, Tanzania, Ethiopia and Eritrea) and in Southern Africa (21
localities from Malawi, Mozambique, Zambia, Zimbabwe and Republic of South Africa)
(figs.1a, 1b, 1¢, 1d).

Moths rearing and conservation

Larvae and pupae collected were brought to the laboratories (IITA - Cotonou for Central and
West Africa and ICIPE - Nairobi for Southern and Eastern Africa) to be reared to adulthood
on semi-natural medium made of fresh stems of maize and cultivated sorghum (IITA) and
artificial medium (ICIPE). The rearing of larvae allows the morphological identification of B.
fusca moths among other stem borers species. The moths were killed just after emergence and

preserved in absolute ethanol before DNA extraction.
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Figure 1. Geographic distribution of localities where B. fusca was sampled and the
percentage of each clade in West Africa (a), Central Africa (b), East Africa (c) and Southern

Africa (d). Grey dots: haplotypes belonging to the clade W, black dots: haplotypes belonging
to the clade K7, white dots: haplotypes belonging to the clade KI.
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Molecular analysis

Total DNA was extracted from insect thoraxes, using the DNeasy tissue kit (Qiagen GmbH,
Germany). The number of individuals of B. fusca analyzed for each locality ranged from one
to 13. The molecular marker used is a fragment of the gene coding for the cytochrome b for
which approximately 1000 bp were amplified by PCR. The same primers and PCR protocol
as described by Sezonlin et al. (2006) were used for all samples. Amplified PCR products
were purified with the Quick protocol (Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System)
and directly sequenced on an automated sequencer ABI prism 377 using the amplification
primers in both directions. The consensus sequences obtained were aligned manually using

MacClade 4.06 (Maddison & Maddison 2002).

Haplotype phylogeny

Phylogenetic relationships were estimated by means of maximum parsimony (MP) and
Neighbour-Joining (NJ) using Maximum-Likelihood distances with PAUP* 4b10 (Swofford
2002). MP analyses were performed using a heuristic search strategy starting with stepwise
addition trees replicated 10 times, using a random input order of sequences to get the initial
tree for each replicate. Robustness of MP topologies was assessed by bootstrap with 100
replicates (full heuristic search) of 10 random stepwise addition replicates each, for all
analyses.

Although the systematics of African lepidopteran stem borers is still rather confused
(Holloway 1998), recent studies showed that Busseola phaia Bowden 1956 (Lepidoptera:
Noctuidae), collected from various regions of East Africa, is the sister species of B. fusca
(Moyal, pers. com.). Therefore, B. phaia was chosen as outgroup.

MODELTEST version 3.07 (Posada & Crandall 1998) was used to select the substitution
model(s) that best describe the data. This software performs a hierarchical test of likelihood

fits under 56 different models of character variation.

Diversity indices and demographic history of B. fusca clades

Haplotypic (h) and nucleotide (n) diversity values and all demographic parameters were
performed with ARLEQUIN 2.000 software (Schneider et al. 2000) for groups of haplotypes
in order to estimate their level of polymorphism and to localize the centre of origin of the

different clades. These diversity indices are useful to examine the demographic history of a
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lineage (Grant & Bowen 1998) because their value does not depend on the length of the DNA
fragment, nor on the sample size (Nei & Li 1979; Nei 1987). The centre of origin of each B.
fusca clade was established by comparing the genetic diversity for different groups defined
within this main population. In this case, populations were grouped according to geography in
Central, South and East Africa and phytogeographic zones (White 1983) in West Africa. In
West Africa three phytogeographic zones concerned our study, forest (drier types) region,
forest and secondary grassland region and savannah region whereas in the rest of Africa, four
geographic zones were retained, namely East — North, East — South, Austral and Cameroon.
Centres of origin would have higher haplotype and nucleotide diversity than more recently
founded populations (Althoff & Pellmyr 2002). This analysis could allow us to track the
recent geographical expansions of these populations. The distribution of pairwise differences
between individual sequences was analyzed by means of mismatch distribution analysis
(Slatkin & Hudson 1991; Schneider & Excoffier 1999). A unimodal distribution would be
expected for populations in expansion or for populations that have undergone a recent
bottleneck, and a multimodal distribution for populations at demographic equilibrium (Slatkin
& Hudson 1991). The raggedness index of the observed distribution (r) representing the
modality of the distribution, and the sum of square deviation from the mismatch expected
from a model of sudden population expansion (SSD) were calculated. Since the nucleotide
substitution models selected by hierarchical likelihood ratio tests (hLLRTs) (HKY + I + G) and
- Akaike information criterion (AIC) (K81uf + I + G) were not available in the ARLEQUIN
2.000 software, the » and SSD indices were calculated by using pairwise differences. The
significance of these statistics was tested as implemented in ARLEQUIN. Finally, Tajima's D
index was calculated with ARLEQUIN. This index can provide information about
demographic history with demographic expansion leading to negative values, and subdivided

populations leading to positive values (Tajima 1989a, b).

Genetic structure of B. fusca populations

In order to test for genetic differentiation, hierarchical levels of genetic divergence between
various groups were calculated with the fixation index ®sr (Excoffier et al. 1992), an
estimator that includes information on haplotype frequency and molecular distance. The
significance of ®st for population comparisons was assessed using 1000 permutations. The

®g7 values and permutations were computed in ARLEQUIN 2.000 (Schneider et al. 2000).
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Nested clade phylogeographic analysis (NCPA)

NCPA was performed as described by Templeton (1998, 2004). The genealogic relationships
are represented through a haplotype parsimony network to define a series of nested clades.
The probabilities of haplotype connections were calculated according to coalescent theory
using TCS1.21 software (Clement et al. 2000) and the network with probabilities above the
parsimony threshold (0.95) was selected. The hypothesis of random geographic distributions
is tested through permutation tests for each clade and subclade components. These statistical
analyses of geographical distances within and between clades were carried out with GeoDis
2.1 (Posada et al. 2000). GPS coordinates of all sampling localities were used. The
geographical distances between centres of distributions of clades were tested for significance
in permutation tests, within clade (Dc, the average distance of individuals from the clade’s
geographical centre), with nested clade centre (Dn, the average distance of individuals from
the geographical center of all members of the nested clade) or between interior and tip at each
level ((I-T)Dc, the average distance between interior and tip clades within a given clade and
(I-T)Dn, the average distance between interior and tip clades in the nested clade). Significant
geographic patterns were interpreted in terms of population history, using the latest inference

key from Templeton (2004) from http://darwin.uvigo.es.

Results
Phylogenetic reconstruction

A fragment of 965 bp encoding cytochrome b was sequenced from 489 individuals of
Busseola fusca across its geographic range from Western, Central, Southern and Eastern
Africa. We observed 108 different haplotypes (GenBank accession numbers AY769536 to
AY769605 and DQ284857 to DQ284895). The haplotypes with GenBank accession number
AY769536 to AY769605 were re-used whereas those with accession number DQ284857 to
DQ284895 were news. 123 nucleotide sites were variable (12.75%) and 58 were informative
in parsimony analysis (6.01%). Parsimony analysis generated 438 equiparsimonious trees
(length = 342, CI = 0.371, RI = 0.808). All trees were divided into the same three clades: a
clade grouping sequences from the West African region only (W), a Kenya I clade (KI) and a
Kenya II clade (KII), which also contained sequences from Cameroon and southern African

countries (fig. 2). Discrepancies between these 438 equiparsimonious topologies concerned
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only the apical nodes. It was therefore possible to construct a majority rule consensus of the

most parsimonious trees (fig. 2).

Wit
100/04/53 wis | Clade
wir | West

85/55/82 50/62/61 | 8% |Clade
ko |Kenyal

65/60/61 I Ki13
63/64/58 I Ki15
73/80/82 p KII01—

50/-/- I Kli05

56/55/61 ; K28  [Clade
64/54/60 Ku3o Kenya ]

61/68/67 [ 82179179 . KII59

Busseola phaia

Figure 2. Majority consensus of the most parsimonious trees. Bootstrap support of >50% in
both MP (first number), NJ with hLRT (second number), and NJ with AIC (third number)
searches in 1000 replicates are given for the relevant nodes. Busseola phaia was used as the
outgroup taxon.
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The model selected by the Akaike information criterion of the maximum likelihood (ML) was
the K81uf + I + G (-LnL=2479.6731) (Kimura 1981). The parameters inferred from this
substitution model were: A=0.337, C=0.140, G=0.106, T=0.417; [AC substitution rate] =
1.000, [AG] = 22.5462, [AT] = 0.3998, [CG] = 0.3998, [AT] = 22.5462, [GT] = 1.000 with a
certain proportion of invariable sites (I=0.6918) and heterogeneous rate of substitution
following a gamma distribution with alpha shape a=0.7750. According to the hierarchical
likelihood ratio tests (hLRT), the HKY + I + G model of evolution (-L.nL.=2480.8875)
(Hasegawa et al. 1985; Yang 1993; Gu ef al. 1995) was selected. The parameters estimations
were [=0.6904 and a=0.7714. Neighbour-Joining analyses of the ML distances obtained using
the parameter estimates derived from each substitution model were performed. Bootstrap
values for each NJ analysis were obtained from 1000 replications. Topology of NJ tree

obtained using ML distances was similar to the one derived from MP analyses (fig. 2).

As already pointed out by Sezonlin ef al. (2006), the three conspicuous clades of individuals
and haplotypes are supported by bootstrap values exceeding 50% in both MP an NI analyses.
The smallest clade K7/ comprised 16 haplotypes and 70 individuals, all of which came from
East Africa. The clade KII comprised 61 haplotypes and 280 individuals and had the largest
distribution from East to Central Africa via Southern Africa. Finally, the clade W comprised
31 haplotypes and 139 individuals and was found only in West Africa (fig. 1). No haplotype
was shared between West African populations and East-Central-Southern African
populations. Both in MP and NJ analyses, W and KI were supported by high bootstrap values
whereas KII was supported by lower bootstrap values. The phylogenetic relationships
between these three major clades remain unresolved. The sister group status of clades # and
KI was observed only in NJ analyses using the substitution models selected by hLRT and AIC
criterion. In both NIJ analyses, the bootstrap values remain low (55% and 56% respectively for
hLRT and AIC).

Genetic structure of the Busseola fusca populations

Most of the molecular variation was accounted for by the differentiation between the three
clades highlighted by phylogenetic analyses with ®sr = 0.868 (P<10™). At fine scale, the
genetic structure was observed within local populations in each major clade. The different
values were 0.226 (P<10), 0.238 (P<10™), 0.344 (P<107) respectively for W, KI and KII

clades.
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Diversity and demographic history of Busseola fusca

Haplotype and nucleotide diversity were calculated for different groups considered within
each clade identified (tab. 1). The values of these indices vary greatly within each clade. For
clade W, the forest region has the highest haplotype diversity. The East-North region is more
diverse for clade K7 than for other regions. Finally for K/I, the East-South has the highest
haplotype diversity. Both the variance (SSD) and raggedness index (r) tests suggested that the
curves (figs 3a, 3b, 3c) do not significantly differ from the distribution under a model of
population expansion (Pssp = 0.41 and P, = 0.69 for W; Pssp =0.10 and P, = 0.27 for KI; Pssp
= (.87 and P, = 0.94 for KII). Similarly, the negative values obtained for Tajima’s D index for
each clade (-1.62105; -1.63863; -1.49025 for clades W, KI and KII, respectively) are all
consistent with the hypothesis of population expansion since the origin of the clades. The
current geographic distribution of B. fusca with centre of origin of each clade is illustrated fig,
4.

Table 1. Estimates of haplotype and nucleotide diversity for different population groupings of
B. fusca. Forest region populations have the highest diversity for clade W, East-North region
populations have the highest diversity for clade KJ, East-South region populations have the
highest diversity for clade KII.

Nucleotide diversity (%)

Clade Region Haplotype diversity

w Forest (drier types)
Forest and secondary grassland

0.879 +/- 0.024
0.772 +/- 0.094

0.254 +/- 0.155
0.209 +/- 0.137

Savannah 0.659 +/- 0.072 0.154 +/- 0.105
K1 East — North 0.897 +/- 0.041 0.209 +/- 0.138
East - South 0.789 +/- 0.032 0.166 +/- 0.110
KII  East - North 0.495 +/- 0.151 0.256 +/- 0.165
East — South 0.862 +/- 0.021 0.379 +/- 0.213
Austral 0.720 +/- 0.069 0.108 +/- 0.080
Cameroon 0.199 +/- 0.112 0.029 +/- 0.020
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Figure 3. Mismatch distribution analysis showing histogram of observed and expected
mismatch frequencies (a: West Africa population; b: Kenya I population; c: Kenya II

population).
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Figure 4. Current geographic distribution of B. fusca and the different putative centres of
origin of its three main clades highlighted by phylogenetic analyses.
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Nested clade phylogeographic analysis

The NCPA network calculation identified the same three clades revealed by MP and NJ
analyses. The networks of these three clades were represented by figs Sa, 5b, 5¢. The West
African clade contained the 31 haplotypes observed exclusively in this region and four
hypothetical intermediate haplotypes, hierarchically grouped into 11 'one-step clades', four
'two-step clades', and two ‘'three-step clades'. The KI clade contained the 16 observed
haplotypes and four hypothetical haplotypes: 8 'one-step clades’ and 2 'two-step clades'.
Finally, the KII clade, with 61 observed haplotypes and 10 hypothetical is organized into 20
'one-step' clades, 6 'two-step clades' and 2 'three-step clades'.

Nested contingency analysis on the haplotype network revealed significant geographic
associations in the three major networks at all clade levels. These significant values were
interpreted using Templeton's (2004) inference key (tab. 2). Most of the clades displaying
geographic associations were interpreted by restricted gene flow with isolation by distance
although some of them were interpreted as restricted gene flow or dispersal but with some

long distance dispersal and one by contiguous range expansion.

Table 2. Inference chain results of geographical distance analysis from Fig. 5a, 5b, 5c.

Clade Chain of inference Inference

1-1(W) 1-2-3-4: NO Restricted gene flow with isolation by distance

1-2(W) 1-2-3-4:NO Restricted gene flow with isolation by distance

1-4 W) 1-2-3-4:NO Restricted gene flow with isolation by distance

1-6(W) 1-2-3-4:NO Restricted gene flow with isolation by distance

1-10(W) 1-2-11-17: NO Inconclusive outcome

2-1(W) 1-2-3-5-6-7: YES Restricted gene flow / Dispersal but with some long
distance dispersal

2-2(W) 1-2-3-4:NO Restricted gene flow with isolation by distance

2-3(W) 1-2-3-4: NO Restricted gene flow with isolation by distance

2-4(W) 1-2-11-12: NO Contiguous range expansion

3-2(w) 1-2-3-5-6-7: YES Restricted gene flow / Dispersal but with some long
distance dispersal

1-2 D) 1-2-3-5-6-7: YES Restricted gene flow / Dispersal but with some long
distance dispersal

2 -1 1-2-3-5-6-7: YES Restricted gene flow / Dispersal but with some long
distance dispersal

1 -3 (Kl 1-2-3-4: NO Restricted gene flow with isolation by distance

1-5 (i) 1-2-3-4: NO Restricted gene flow with isolation by distance

1-18 (XII) 1-2-3-4:NO Restricted gene flow with isolation by distance

1-20 (XD 1-2-3-4: NO Restricted gene flow with isolation by distance

2 -2 (Kl 1-2-3-4:NO Restricted gene flow with isolation by distance

2 -3 (Kl 1-2-11-17: NO Inconclusive outcome

2 -6 (Kil) 1-2-3-5-6-7: YES Restricted gene flow / Dispersal but with some long
distance dispersal

3-1(iDH 1-2-3-4: NO Restricted gene flow with isolation by distance

3-2 (KD 1-2-3-5-6-7: YES Restricted gene flow / Dispersal but with some long

distance dispersal
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Discussion

The goal of this study was to reconstruct the phylogeographic pattern of Busseola fusca across
the whole geographic range of the species, to evaluate the current geographic distribution of

each clade and to determine their centres of origin.

Genetic structure and phylogeographic pattern of B. fusca

All phylogenetic analyses confirm the separation of B. fusca into three major clades
corresponding to three geographical units: one localized in West African region (W), one
restricted to East Africa (K7) and one found from Central to East Africa via Southern Africa
(KII). Partial geographic overlap was observed only between the clades KI and KII. The
genetic distances between the clades suggest that the differentiation occurred during the
Pleistocene (Sezonlin et al. 2006). Major climatic changes occurred in sub-Saharan Africa
during the Pleistocene. The period of climatic instability started 3.3 to 2.45 Ma, oscillating
between hot/humid and cooler, drier periods (Wagner 2002). A shift to arid, open conditions
occurred in near 2.8 Ma, 1.7 Ma, and 1.0 Ma (de Menocal 1995). de Menocal (1995)
concluded that this alternation of cold, dry periods and warmer, wetter periods led to
oscillations in savannah biotope expansion. Pleistocene events also played an important role
in differentiation of African vertebrates (Quérouil ez al. 2003). The present study confirmed
that B. fusca populations are differentiated in three clades that were isolated during
Pleistocene in three different refuges (Sezonlin ef al. 2006). This hypothesis was also
supported by genetic structure analyses that show high values of the fixation index between
the three clades. The fragmentation hypothesis can be inferred between West African and
other clades that do not overlap at all, but is questionable between the K7 and KII clades that
overlap in wide areas. According to Templeton et al. (1995), only mainly non-overlapping

populations can clearly be inferred as a product of past fragmentation.

All the mitochondrial variation revealed significant and historical separation between clades
W, KI and KII. The monophyly of the western populations allows the designation of at least
one Evolutionary Significant Unit (ESU) (Alpers et al. 2004) within the B. fusca species. It is
the same for KI and KII that can be considered as ESUs. If these clades are confirmed by
nuclear polymorphism analyses (microsatellites data), pheromones and behavioural ecology,

therefore different biological strategies must be used to control B. fusca populations.

102



Chapitre 4 : Résultats et discussion

S
(D)

1-1

g
R
&

17 Wo1
1411 @ L wia 2-2 2-1

18 31

w20

32 41

@ Kit4 KI16

18 14 1-

Ki1afi{ 141
@ KI5 @ o

21 b

31 [ 22

41

X

1-19 1-18
Ki26 @

C

Figure 5. Haplotype network of all haplotypes detected for Busseola fusca. Each haplotype is
labelled by its number. Hypothetical haplotypes are designated by small circles (A: West
Africa population; B: Kenya I population; C: Kenya II population).
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Origin and evolutionary history of each clade

In the present B. fusca study, the population of forest region has higher haplotype and
nucleotide diversity for clade 7 than other phytogeographic regions of West Africa. It would
likely be the centre of origin for this clade. Alpers et al. (2004) found also a center of origin in
Ghana for the West African populations of the roan antelope (Hippotragus equinus)
(Desmarest 1804), a herbivorous species that has a sub-Saharan distribution similar to that of
B. fusca. Concerning the KT clade, the eritrean region, where only K7 individuals were found
was more diverse than other regions. Accordingly, we will consider it as the possible/putative
centre of origin for clade KI. Finally for clade KII, the highest haplotype and nucleotide
diversity was found among population of South-East region. The centre of origin of this clade
is likely in this geographic area. Consequently, we can suggest that the centres of origin were
likely localized in forest, East-North and East-South regions respectively for clades W, KI and
KII. We observed that the strongest haplotype diversity was associated with the lowest levels
of nucleotide diversity. This accumulation of haplotypes suggests that the clades experienced
bottlenecks at their origins, followed by major population demographic expansion (Grant &
Bowen 1998; Avise 2000). However, Petit et al. (2003) have shown that for some European
tree species the highest diversity is not observed in the centre of origin but rather in secondary
contact zones. Therefore in B. fusca case, further studies will be necessary to confirm the
reality of these possible centres of origin. The fact that clades K7 and KII originate from East
Africa gives support to some previous studies (Livingstone 1982, Arctander et al. 1999).
Indeed, these authors have described the East African region as a mosaic of secondary refuge
zones for herbivorous mammals, with periodic exchanges between refuge zones through
temporary contact bridges in the East African Rift Valley. Although the East African
populations of B. fusca are now overlapping, the Rift Valley was pointed out as one of the
main factors that explain most of the molecular variation in East Africa (Sezonlin et al. 2006).
The Rift Valley seems to act as an important natural barrier to maintain population structure
for other African species in East Africa (Arctander ef al. 1999, Pitra et al. 2002).

The current distribution of B. fusca populations can be explained by contiguous range
expansion or by dispersal with some long distance dispersal as it is highlighted by NCPA
inferences. This pattern is probably linked to the expansion of its wild host plant (Sorghum
arundinaceum (Desv. Stapf) (Poaceae) (Haile & Hofsvang 2002) during the Pleistocene. The
presence of individuals of the large population unit, clade KII in Central Africa (Cameroon) is

consistent with the hypothesis of a faunistic link between these two regions (Bruhl 1997),
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which are separated by a distance of 3000 km. An eastern origin of central populations is a
possibility as it was suggested for a butterfly species in Cameroon (De Jong & Congdon
1993). De Jong & Congdon (1993) argued that the low animal species diversity in highland
forests of Cameroon suggests that these species originated from long distance migration from
East Africa. The faunistic link between Eastern and Central Africa also exists for some
vertebrate species (Pitra et al. 2002). However, the nature of this faunistic link was not
elucidated by our study and remains unknown for B. fusca. The present study shows that the
clade KII is also present in Southern Africa. This geographic expansion toward Southern
Africa is consistent with the patterns highlighted by the study of some African vertebrates
(Faulkes et al. 2004). Climatic and topographic differences between major biogeographic
African regions (de Menocal 1995) might explain the different processes that govern the

current geographic distribution of each B. fusca clade.

Evolution of host plant specialization in B. fusca

Many ecological studies have shown that the introduction of exotic plants can lead to host
plant shifts in oligo- or monophagous insect species. This is the case for Rhagoletis
pomonella (Walsh 1867) (Diptera: Tephritidae) which in North America switched from
hawthorn to introduced apple tree (Bush 1994); the bug Jadera haematoloma (Herrich-
Schaeffer 1847) (Hemiptera: Rhopalidae), which added to its host plant spectrum an
introduced ornamental plant of the family Sapindaceae (Carroll & Boyd 1992). Other
examples of such host switches are the nymphalid Euphydrias editha (Boisduval 1852)
(Lepidoptera: Nymphalidae) which switched to Plantago lanceolata L. (Plantaginaceae),
introduced by North American breeders (Singer et al. 1993), the groundnut beetle Caryedon
serratus (Olivier 1790) (Coleoptera: Bruchidae) which added groundnut, Arachis hypogea L.
(Fabaceae), an introduced Papilionoideae to its native host plant range (Delobel 1995) and
finally African cereal stem borers such as B. fusca and Sesamia calamistis Hampson 1910
(Lepidoptera, Noctuidae) which shifted to maize after its introduction into Africa.

Host plant shifts appear as a major factor promoting ecological specialization in
phytophagous insects. Within an insect population on a given host plant, some genotypes
procuring better fitness to their bearers can be selected. This phenomenon may occur within
the various populations of an insect species associated with different host plants and leads to
genetic differentiation between these populations. A study by Via et al. (2000) on the aphid
Acyrthosiphon pisum (Harris 1776) (Hemiptera: Aphididae) that feed on two different legume
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species shows that direct selection against migrants and hybrids in each parental environment
could favour the evolution of more precise or efficient habitat choices. Moreover, these
authors argued that the differential phenology of host plants strengthens ecological
specialization by increasing the reproductive isolation between populations. This phenomenon
promotes mating within the same habitat. As is well established for some phytophagous
insects, such host plant shifts can lead to ecological segregation of populations with
appearance of host races and genetic differentiation. This is well known with R. pomonella
(Feder et al. 1988; McPheron et al. 1988), R. cerasi (L. 1758) (Diptera: Tephritidae)
(Schwartz et al. 2003), the European corn borer Ostrinia nubilalis (Hiibner 1796)
(Lepidoptera: Pyralidae) (Thomas et al. 2003), Spodoptera frugiperda (Smith & Abbott 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Pashley Prowell et al. 2004), C. serratus (Sembéne 2000) and the
pea aphid A. pisum (Via et al. 2000; Caillaud & Via 2000). Genetic differentiation of such
host races can occur within a limited period of time. For example, it has taken a few centuries
for R. pomonella and C. serratus populations to differentiate, several tens of years for J.
haematoloma and less than 20 years for E. editha. Considering the age of sorghum
domestication and of maize introduction in Africa, it is thus likely that these major
agricultural events could have been at the origin of such a phenomenon of genetic divergence
among B. fusca populations and possibly at the origin of host race appearance in this species.
The fact that B. fusca, considered as oligophagous (Le Rii ef al. 2006) now preferentially uses
maize and cultivated sorghum in most part of its distribution areas suggests that these host
plants offer this species very suitable resources. The preference for these cultivated plants
(Kfir et al. 2002, Le Rii et al. 2006) would represent one of the factors that might have led B.
fusca to start ecological specialization between populations. This ecological segregation
between B. fusca populations exploiting wild and cultivated host plants or cultivated sorghum
and maize could be highlighted by further molecular studies. However, a preliminary
population genetic study using mitochondrial marker (Sezonlin et al. 2006) has not
demonstrated any genetic structure between cultivated sorghum and maize B. fusca
populations. An extensive survey carried out in East and West Africa indicates that B. fusca is
now mostly associated with maize and sorghum crops and is generally uncommon in the wild
habitat (Le Rii ef al. 2006; Sezonlin et al. unpublished) Therefore, we have not been able until
now to test ecological segregation between wild host plants and cereal crops, but the recent
discovery of B. fusca populations associated to Phragmites mauritianus Kunth. (Poacaea) in
Ethiopia and FEritrea and to Setaria megaphylla (Steud.) (Poaceae) T. Duran & Schinz in
Kenya (Le Rii et al. 2006) will soon help us to test this hypothesis.
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Section II : Etudes complémentaires des populations de B.
fusca du Cameroun

Le Cameroun est une zone de contact entre deux unités populationnelles apparemment
trés hermétiques au niveau des lignées mitochondriales de B. fusca. Elle mérite une étude plus
approfondie. L’obtention & la fin de 1’année 2005 de 101 individus supplémentaires de B.
fusca provenant de plusieurs zones écologiques du Cameroun a permis d’analyser 4 nouveau
la diversité moléculaire de certaines populations et d'étudier de maniére plus fine la structure
génétique des populations de B. fusca dans les 3 pays ou l'effort d'’échantillonnage a été le plus
grand. Il s’agit du Bénin (79 individus de B. fusca), du Cameroun (120 individus de B. fusca)
et du Kenya (230 individus de B. fusca).

2.1. La diversité moléculaire

L’analyse de l'ensemble des échantillons camerounais disponibles avec le
programme TCS 1.21 a mis en évidence 11 haplotypes dont 8 correspondent a des haplotypes
déja identifiés dans le clade KIJ et 3 & des haplotypes nouveaux (KI162 ; KI163 ; K1164). Le
tableau 4-1 fait la synthése sur ces 11 haplotypes camerounais. Ils se regroupent avec les
autres haplotypes du clade KII. Cette analyse confirme également la présence du clade KI7 en

Afrique Centrale et I'ampleur de son extension géographique.

L’haplotype KII25 identifié comme haplotype ancestral du clade KII dans les études
antérieures est reparti géographiquement dans toutes les localités camerounaises. Les localités
Kaiy et Tatum, correspondant pratiquement a un méme site d’échantillonnage et possédant le
plus grand nombre d’haplotypes mitochondriaux, sont les plus diversifiées génétiquement.

Ces deux localités appartiennent aux régions d’altitude élevée.

L’intégration de ces nouvelles données moléculaires dans le jeu de données totales a
permis d’estimer a nouveau avec le programme ARLEQUIN v.2.000 la diversité haplotypique
et nucléotidique de B. fusca pour le clade KII en considérant les grandes régions
géographiques retenues au cours de I’analyse du deuxiéme article. Les résultats sont
consignés dans le tableau 4-2. Comme on peut le remarquer a travers la lecture ce tableau, par
rapport & la majorité de régions considérées, la diversité haplotypique et nucléotidique reste
relativement faible au Cameroun alors que le nombre de localités échantillonnées et le

nombre d'individus analysés a augmenté. Ces résultats confirment 1’ hypothése selon laquelle
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le centre d'origine de ce clade se situerait dans la région kenyane. La colonisation du
Cameroun, situé géographiquement a 1’Ouest de I’ Afrique Centrale et environ a 3.000 km du
Kenya, apparait comme un événement récent. Des analyses complémentaires avec des
échantillons de B. fusca en provenance des sites successifs de 1’Est a2 I’Ouest de 1a République
Démocratique du Congo sont nécessaires pour €tayer la perte progressive de la diversité
génétique, révélatrice d’une expansion géographique continue a partir du Kenya vers le
Cameroun. Cette étude a, en outre, révélé I’expansion géographique considérable (présence en
Afrique Orientale, Australe et Centrale) du clade KII qui se comporterait comme une
population "invasive" au détriment des clades K7 et W bien que les limites géographiques de
ce dernier restent encore imprécises. Malgré le défaut d’échantillonnage de ce foreur de
céréales dans certains pays Ouest africains (Nigeria, Cote-d’Ivoire, Liberia, Sierra Leone,
Guinée-Bissau, Guinée Conakry, Sénégal), ’aire de répartition du clade KII reste trés
nettement supérieure a celle des clades W (localisé seulement en Afrique Occidentale) et K/

(confiné sur une partie d’ Afrique de I’Est).

Tableau 4-1 : Le nombre d’individus de B. fusca analysés et les haplotypes identifiés par
localité camerounaise.

Pays Localités Individus analysés  Haplotypes identifiés
Cameroun Akometam 3 KII25
Bali 2 KII25
Bilik Bindzik 1 K1I25
Binshua 4 KII25
Kaiy 18 KI125 ; KI128 ; KII32 ; KII62 ; KI163 ; KII64
Kikaikilaiki 21 KII25 ; KII28 ; KII37
Kitiwum 16 KII25 ; K128 ; KI163
Mah 11 KII25 ; KI128 ; KII37 ; KII51
Mvoutessi 3 KII25
Njavnyuy 2 KII25 ; KII28
Nkar 2 KII25
Nkolmelen 1 KII25
Nkometou 17 KII25 ; K142
Ntongee 4 KII25 ; KI137
Takui 8 KII25 ; KI128 ; KII40
Tatum 6 KI125 ; KII32 ; KII37 ; KIIS3 ; KII63

Wainama 1 K125
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Tableau 4-2 : Estimation de la diversité haplotypique et nucléotidique des différents groupes
d’individus constituant le clade K/I. La région kenyane a toujours les plus fortes valeurs de
diversité haplotypique et nucléotidique alors la région camerounaise présente les plus faibles
valeurs de ces indices de diversité.

Clade Régions Diversité haplotypique Diversité nucléotidique (%)
Kl  Est-Nord 0,495 +/- 0,151 0,256 +/- 0,165

Est - Sud 0,862 +/- 0,021 0,379 +/- 0,213

Australe 0,720 +/- 0,069 0,108 +/- 0,080

Cameroun 0,483 +/- 0,054 0,073 +/- 0,061

2.2. Structure génétique fine des populations de B. fusca

La disponibilité d'un grand nombre d'échantillons de B. fusca récoltés dans de
nombreuses localités du Bénin, du Cameroun et du Kenya rend possible cette analyse. Elle a
conduit a étudier et a comparer le degré de différenciation des populations locales de ces trois
pays. Les différentes valeurs des indices de diversité génétique sont consignées dans le

tableau 4-3.

Tableau 4-3 : Les différentes valeurs des indices de diversité génétique des populations de B.
fusca au Bénin, au Cameroun et au Kenya. ®s7 indique la différenciation génétique entre les
populations locales considérées, ®sc indique le degré de différenciation génétique au sein des
groupes phytogéographiques ou agro-écologiques considérés alors que le ®cr indique la
différenciation génétique entre ces groupes.

Pays Dsr Dsc Dcr

Bénin 0,145 (P< 10"7 0,128 (P<107) 0,019 (P< 10';‘)
Cameroun 0,034 (P<107) -0,017 (P<10°) 0,051 (P<107)
Kenya 0,352 (P<107) 0,256 (P<107) 0,129 (P<107)

Il existe une différenciation génétique entre les populations locales béninoises et
kenyanes de B. fusca. Ce ravageur de céréales présente au Kenya une différenciation
génétique au sein et entre les groupes agro-écologiques considérés. Par contre au Bénin, on
observe qu’une structuration au sein des groupes phytogéographiques considérés. Toujours
dans ce pays, il n'y a pratiquement pas de différenciation génétique entre ces groupes
phytogéographiques. On constate que les différentes valeurs des indices (®st, Psc, Pcr) de
diversité génétique sont plus élevées au Kenya qu'au Bénin. Au Cameroun, on n’observe
aucune différenciation génétique aux différents niveaux hiérarchiques considérés

(populationnel, au sein et entre groupes agro-écologiques).
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2.3. Analyse phylogéographique des clades emboités de B. fusca

Cette nouvelle analyse a permis d’affiner les inférences obtenues jusqu’ici.
Comparativement au jeu de données de I’article 2, deux nouveaux clades supplémentaires (1-
10 et 1-17 en rouge sur la figure 4-1) se sont ajoutés & ceux du rang 1. Ces clades sont bien
intégrés au seul clade 2-4. Les trois nouveaux haplotypes propres au Cameroun sont figurés
en vert. L’interprétation des clades au différents niveaux hiérarchiques a 1’aide de la clé
d’inférence la plus récente (key, 11/ 11/ 2005) a permis de déduire que trois clades (1-22 ; 2-
4 ; 3-2) s’interpretent par le phénoméne de restriction de flux géniques ou, alternativement,
par la dispersion avec la colonisation & longue distance alors que le cladogramme total
s’interpréte toujours par le phénomeéne de la restriction de flux génique avec isolement par la
distance. Les anciens clades 1-11 et 2-4 ont désormais trouvé leur interprétation via cette
analyse qui prend en compte un échantillonnage plus important. Toutes les inférences

obtenues pour cette analyse du clade KII sont consignées dans le tableau 4-4.
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Figure 4-1 : Nouveau réseau parcimonieux des haplotypes mitochondriaux y compris tous
ceux du Cameroun (de I’échantillonnage complémentaire) trouvés chez les individus de B.
fusca du clade KII. Chaque haplotype est marqué par son nombre. Les trois nouveaux
haplotypes propres au Cameroun sont mis en vert. Les haplotypes hypothétiques sont
représentés par les petits cercles. Les nouveaux clades formés sont mis en rouge.
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Tableau 4-4 : Résultats de la chaine d’inférence de 1’analyse des distances géographiques de
la population mitochondriale K/I.

Clade Chaine d’inférence Inférence

1-3 1-2-3-4 : NON Restriction de flux de génes avec isolement par la distance
1-5 1-2-3-4 : NON Restriction de flux de génes avec isolement par la distance
1-11 1-2-11-17-4 : NON Restriction de flux de génes avec isolement par la distance
1-18 1-2-3-4:NON Restriction de flux de génes avec isolement par la distance

1-22 1-2-3-5-6-7: OUI  Restriction de flux de génes / Dispersion avec colonisation &
longue distance

2-2 1-2-3-4 : NON Restriction de flux de génes avec isolement par la distance

2-3 1-2-11-17 : NON Sans résultat concluant

2-4 1-2-3-5-6-7 : OUI  Restriction de flux de génes / Dispersion avec colonisation a
longue distance

2-6 1-2-3-4 : NON Restriction de flux de génes avec isolement par la distance

3-1 1-2-3-4: NON Restriction de flux de geénes avec isolement par la distance

3-2 1-2-3-5-6-7 : OUI  Restriction de flux de génes / Dispersion avec colonisation a
longue distance

KiI 1-2-3-4 : NON Restriction de flux de génes avec isolement par la distance

Cette analyse complémentaire confirme, en grande partie, les premiers résultats
publiés dans les articles. La diversité génétique reste faible dans les zones récemment
colonisées comme cela a été observé avec les populations camerounaises qui ne présentent
aucune différenciation génétique. En général, B. fusca se caractérise par des phénomeénes de

restriction de flux de génes avec isolement par la distance méme si d’autres sont possibles.
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La discussion générale sur 1’étude phylogéographique de B. fusca apportera plus de
précision et de détail sur les aspects qui n’ont pas été bien développés au cours des différentes
analyses successives conduisant a la rédaction des articles. Elle abordera aussi les autres
aspects non étudiés dans les articles tels que 1’importance des informations biologiques
déduites de 1’étude d’un nouvel échantillon important (101 individus de B. fusca) provenant
de Cameroun et les nouvelles hypothéses qui en découleront. Nous insisterons sur I’apport du
modéle B. fusca a la compréhension de la structure génétique et de la phylogéograhie des
ravageurs en général et ceux africains en particulier. Cette partie se terminera par les

perspectives de recherche.

Relations phylogénétiques entre les haplotypes et la structuration génétique des populations
de B. fusca

Toutes les analyses phylogénétiques prenant en compte les différents haplotypes
mitochondriaux identifi€s chez B. fusca mettent clairement en évidence trois clades majeurs
correspondant & des populations occupant des entités géographiques bien définies : un clade
présent en Afrique de 1’Ouest (W), un clade limité a quelques pays d’ Afrique de I’Est (K7), un
clade KII a large distribution géographique regroupant les pays d’ Afrique de I’Est, du Centre
et Australe. Les différentes analyses successives n’ont pas révélé de clade nouveau méme
avec un échantillonnage plus important et recouvrant une large partie de 1’aire de distribution
de B. fusca. La monophylie du clade W est confirmée par le soutien statistique fort (bootstrap)
qui n’est pas sensible & 1’ajout de nouvelles populations. Le clade W est séparé
géographiquement des clades K7 et KII qui sont eux partiellement sympatriques. On peut
expliquer ce résultat, en premiere analyse, par le fait que les barriéres naturelles telles que le
massif forestier d’Afrique Centrale ou la Ligne Volcanique du Cameroun (LVC, ou CVL en
anglais : il s’agit d’une chaine de montagne de prés de 1.700 km de long culminant a 4095 m
d’altitude) réduiraient ou empécheraient les flux géniques entre la population d'Afrique de
1'Ouest et les populations d'Afrique Centrale, de 1'Est et du Sud.

L’étude de la structure génétique fine des populations du B. fusca du Bénin, du
Cameroun et du Kenya montre un fort contraste entre 1’homogénéité des populations
camerounaises (®st = 0,034) et la différenciation hautement significative des populations au
sein des deux autres pays (®st = 0,145 pour le Bénin; ®st = 0,352 pour le Kenya). Pour ces
derniers, il s’agit d’une structuration génétique ancienne qui permet d’exclure 1’hypothése

d’une introduction récente. On observe également une structuration génétique au sein des
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différents groupes agro-écologiques ou phytogéographiques considérés (®sc = 0,128 pour les
groupes phytogéographiques béninois et ®sc = 0,256 pour les groupes agro-écologiques
kenyans). Enfin, seuls les groupes agro-écologiques kenyans présentent une structuration
génétique entre eux avec ®cr = 0,129 qui montre que cette différenciation, quoique
significative, reste moyenne. Ces résultats indiquent clairement que les massifs forestiers
africains ne joueraient qu'un role secondaire dans la mise en place de la structure génétique
des populations de B. fusca : la structuration génétique présentée par les populations de ce
ravageur de tiges dépend d’autres facteurs que celui des formations végétales existant en
Afrique. La structuration génétique entre les zones agro-écologiques kenyanes pourrait aussi
s’expliquer par 1’existence d’autres facteurs comme la Rift Valley dont I’effet a été¢ déja
souligné. L’absence de structuration génétique entre les populations camerounaises de B.
fusca, et au sein et entre les groupes phytogéographiques définis dans ce pays, associée a leur
faible diversité génétique sont en faveur d’une expansion géographique récente. Leur diversité
haplotypique réduite représente un sous-groupe des haplotypes mitochondriaux du clade KII :
cela confirme 1’origine Est africaine de ces populations. Elles sont vraisemblablement issues
de I’expansion vers I’Ouest de la population mitochondriale KII, expansion qui s’est
accompagnée d’une perte de diversité génétique comme c’est cas de Prodoxus decipiens
(Lepidoptera, Prodoxidae) en Amérique du Nord (Althoff & Pellmyr 2002). L’analyse
moléculaire des échantillons provenant de localités distribuées de I’Est & I’Ouest de la
République Démocratique du Congo serait nécessaire pour confirmer cette hypothése.
L’estimation de la distance génétique entre les trois clades principaux et la prise en
compte d’un taux d’évolution moyen pour I’ADN mitochondrial des insectes de I’ordre de 2,2
% par million d’années situe la période de leur isolement autour d’un million d’années, une
période bien antérieure a la domestication et & ’extension de la culture du sorgho en Afrique.
Cette période est également trés antérieure a 1’introduction de mais en Afrique (Chastanet
1998). Elle correspond au Pléistocéne. De grands changements climatiques, qui ont
profondément modifié les biotopes, se sont produits en Afrique Subsaharienne au cours de
cette période Pléistocéne. Wagner (2002) souligne que [I’instabilité climatique avait
commencé autour de 3,3 a 2,45 Ma avec des oscillations entre les périodes humides et
chaudes et froides et séches. deMenocal conclut que ces oscillations entre les différentes
périodes ont conduit a des oscillations dans 1’expansion des biotopes savanicoles, ce qui a pu
avoir des conséquences sur la distribution des consommateurs de graminées. La structure
génétique des populations de B. fusca rappelle le patron phylogéographique observé pour

certains mammiferes herbivores (Alpers et al. 2004). Celui-ci découle de ’alternance des
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phases d’isolement et de différenciation génétique dans une ou plusieurs zones refuges au
cours des périodes climatiques chaudes et des phases d’expansion et d’échange génétique
entre les populations pendant les périodes climatiques froides et séches (Arctander et al. 1999;
Flagstad et al. 2001; Van Hooft et al. 2002). Plusieurs auteurs (Livingstone 1982; Arctander
et al. 1999) décrivent I’Afrique de I’Est comme une mosaique de zones de refuges
secondaires pour les mammiféres herbivores avec des échanges périodiques temporaires a
travers la Rift Valley. L’existence des clades K7 et KII dont les centres d’origine sont situés en
Afrique de I’Est confirme la nature mosaique des refuges de cette région géographique. Bien
que les populations KI et KII soient partiellement sympatriques, nos analyses permettent de
conclure que la Rift Valley explique I’essentiel de la variation moléculaire dans cette partie de
I'Afrique. Cette dépression représente une barriére naturelle qui assure le maintien et le
renforcement de la structure génétique des populations comme cela a été signalé pour de
nombreuses espéces de vertébrés africains (Arctander et al. 1999, Pitra et al. 2002).

Le patron phylogéographique mis en évidence par 1’analyse moléculaire de B. fusca
indique aussi une fracture biogéographique entre 1’ Afrique de 1’Ouest et le reste du continent
africain. Une telle fracture biogéographique entre la faune Ouest africaine et celle présente
dans I'ensemble Cameroun / Afrique de I’Est est observée chez I’antilope chevaline (Alpers et
al. 2004). L'Afrique de I’Ouest se différencie géologiquement de 1’Afrique de I’Est par
I’absence de massif montagneux, ce qui permet plus facilement 1’adaptation aux conditions de
basse altitude et a conduit & I’apparition d’un clade W de B. fusca présentant une niche
écologique de basse altitude. Des adaptations écologiques s’étaient vraisemblablement
produites en favorisant une structuration génétique locale des populations de cette région
géographique comme I’indique la valeur de ®st observée, par exemple, au Bénin. Ce sont
plus les conditions écologiques et I’absence de refuge altitudinal qui auraient entrainé
I’adaptation d’une race de basse altitude qui s’était étendue lors des périodes de
refroidissement. L’absence de refuge montagneux a donc favorisé le développement d’un
écotype de basse altitude. L’analyse moléculaire de la variance a révélé que ’essentiel de la
variation moléculaire est expliqué par la structuration entre 1'Afrique de I'Ouest et le reste du
continent avec un ®cr = 0,708 (P<10?). La Ligne Volcanique du Cameroun est
vraisemblablement le facteur qui explique cette fracture biogéographique Ouest /Est africain.
Elle constitue la barriére géographique qui a contribué par réduction les flux géniques entre
Est et Ouest africains et a la différenciation génétique de la population Quest africaine de B.
fusca. La partie continentale de cette chaine volcanique est constituée de trois unités

montagneuses anciennes (les Monts Bambouto et Oku et le Plateau Ngaoundere) et d’une
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unité montagneuse (1’ensemble formé par le Mont Cameroun et du Manengouba) récemment
mise en place (moins de 3 & | million d’années) (Marzoli et al. 2000). Selon ces auteurs, ces
unités montagneuses sont de différents 4ges : le début de la mise en place de la LVC est de
I’Oligocéne (figure 5-1). Elles appartiennent a une suite d’appareils volcaniques et
subvolcaniques. L’activité volcanique, commencée il y a 42 millions d’années, continue de se
produire jusqu’a nos jours comme en témoigne la derniére éruption volcanique (1999) qui
s’est manifestée aux abords du Mont Cameroun (Marzoli et al. 1999). Les différentes parties
constituant chaque unité montagneuse sont apparues progressivement dans le temps. La
formation de I’unité montagneuse constituée du Mont Cameroun et de Manengouba serait le
facteur principal qui a certainement réduit davantage les flux géniques entre les populations
Ouest et Est africaines de B. fusca. La LVC, considérée comme une grande zone de
biodiversité, joue en méme temps le role de barriere naturelle pour certaines espéces en
favorisant ainsi la séparation des blocs biogéographiques Ouest/Est africains et pour d’autres
celle de refuge. Elle est composée d’une proportion importante de plantes avec des espéces

végétales endémiques et géographiquement limitées (Kiiper er al. 2005).
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On peut conclure que la Rift Valley, la Ligne Volcanique Camerounaise et les zones
désertiques ont modelé la structure génétique des populations de B. fusca. A ces facteurs,
s’ajoute I’ampleur des cycles climatiques du Pléistocéne qui ont vraisemblablement joué un
grand réle dans la différenciation des populations de B. fusca et des vertébrés herbivores
africains associés au peuplement graminéen. En effet, les dépressions séches constituent des
barriéres naturelles lors des périodes chaudes et des lieux d’échange lors des périodes froides.
Dans les zones ou le refuge montagneux est possible comme Afrique de I’Est et du Centre, il
ne se développe pas de race de B. fusca de basse altitude car les populations au lieu de
s’adapter sont probablement remontées en altitude. Les analyses préliminaires des données
microsatellites tendent a confirmer la différenciation Est/Ouest africaine des populations de B.
fusca (Silvain & Faure comm. pers.)

Les inférences de la NCPA renforcent en partie ces conclusions. Méme si la plupart
des clades s’interprétent par I'hypothése d'une restriction de flux de génes avec isolement par
la distance, il en existe néanmoins quelques-uns (clade W : 2-1, 3-2; clade KI: 1-2, 2-1;
clade KII : 1-22, 2-4, 3-2) qui s’interprétent par une hypothése de restriction de flux de génes
ou, alternativement, par la dispersion avec la colonisation a longue distance. Le clade W : 2-4
s’interpréte par le phénoméne d’expansion continue de I’aire de distribution. Les dispersions a
longue distance peuvent étre occasionnées par les femelles ou les méles ou les deux a la fois.
En tenant compte de la nature cytoplasmique de nos données moléculaires (comparaison des
séquences d'un géne mitochondrial), on peut penser qu’au moins certaines femelles dispersent
a longue distance méme si des observations écologiques supplémentaires sont nécessaires
pour conclure a la généralit¢ du phénomeéne. Cependant, cela n’exclut pas que les maéles
puissent aussi se disperser. Une telle dispersion ne peut étre révélée avec un marqueur
moléculaire mitochondriale et hérit¢ maternellement. Nos résultats suggerent cependant que
les déplacements des individus de B. fusca sont relativement rares. Ils peuvent correspondre
aux phases de recolonisation qui font suite au rétablissement de conditions climatiques
favorables en zone de basse altitude ou simplement & une colonisation de nouvelles aires de
distribution suite a 1’extension de la plante hote. Pour illustrer un de ces phénomenes, nous
considérons les deux sous-clades (1-2 et 2-1) de la population K/ qui s’interprétent par la
restriction de flux géniques ou, alternativement, par la dispersion avec la colonisation a
longue distance. Dans le sous-clade 1-2, on a deux regroupements géographiques : (Mai
Awalde) et (HomaBay, Kisiil, Kisumul, Kisumu4, Kitalel, Molo, Mombasa2, Narokl,
Nyahururu, Riftl, Rift2, Rift5) séparés I’un de I’autre d’une distance d’environ 1.500 km.

Bien que plusieurs localités intermédiaires entre ces deux regroupements géographiques aient
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été échantillonnées, on n’observe aucun individu de B. fusca possédant les haplotypes
mitochondriaux qui caractérisent ce sous-clade. En poursuivant la méme analyse avec le sous-
clade 2-1, on note quatre regroupements géographiques des localités concernées: (Mai
Awalde, Adi Ghergish) ; (Abinea, Aliweyo, Kersa, Dereba) ; (Fort Portal, Kabale, Butare) ;
(Eldoretl, Kitalel, Kitale2, Kisumul, Kisumu2, Kisumu4, Kakamega, HomaBay, Kisiil,
Kisii2, Narokl, Mombasa2, Riftl, Rift2, Rift5, Nyahururu). Les distances géographiques
séparant ces regroupements géographiques sont en moyenne de 400 km. Les deux premiers
regroupements géographiques sont séparés par plusieurs localités intermédiaires
échantillonnées en B. fusca qui ne présentent aucun haplotype mitochondrial propre au sous-
clade 2-1. 11 se dégage de ces analyses que méme si le phénomene de la restriction de flux
géniques avec isolement par la distance parait plus vraisemblable et général, celui de la
dispersion avec la colonisation a longue distance ne peut étre complétement exclu.

Les résultats préliminaires de ’analyse des microsatellites associés a ceux des
données mitochondriale permettent d’affirmer que la diversité génétique de B. fusca est plus
importante en Afrique de I’Est dans la zone regroupant Kenya, Ouganda, Tanzanie
comparativement a d’autres régions africaines (Silvain & Faure comm. pers.). On peut faire
I’hypothése que la population ancestrale de ce ravageur de céréales est d’origine Est africaine.
D’autres analyses complémentaires en écologie chimique comme I’étude de la composition
chimique des phéromones provenant des différentes populations permettront de vérifier cette

hypothése.

Démographie de B. fusca
Chacun des trois clades majeurs identifiés montre une forte diversité haplotypique associée a
une faible diversité nucléotidique. Cette accumulation d’haplotypes confirmée par les valeurs
des différents indices démographiques calculés suggére que chaque clade identifié chez B.
fusca a connu a |’origine un goulot d’étranglement suivi d’une expansion démographique des
populations (Grant & Bowen 1998 ; Avise 2000). Une telle expansion démographique peut
étre liée aux conditions climatiques redevenues favorables. Ultérieurement, les populations de
B. fusca se sont adaptées aux conditions écologiques actuelles (présence dans les milieux
forestiers et savanicoles). Plus récemment, le développement et l'intensification de
I’agriculture en Afrique Subsaharienne qui se traduisent par une adaptation remarquable et
une préférence du B. fusca pour le mais et le sorgho cultivé. Les populations camerounaises,
qui présentent une faible diversité moléculaire, pourraient constituer un argument a l'appui de

cette hypothése. Cette diversité mitochondriale, quoique faible, va de pair avec des
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populations de taille importante comme le témoigne 1’abondance des individus de B. fusca
dans les différentes zones écologiques camerounaises (Ndemah et al. 2001). On aurait pu
penser aussi que cette expansion démographique soit due & I’agriculture, mais, ce n’est pas le
cas car les taux de substitution de I’ADN mitochondrial sont trop faibles pour mettre en

évidence des phénomeénes démographiques aussi récents.

Plantes hotes et spécialisation écologique chez B. fusca

Le changement de plante hote est un phénoméne courant chez les insectes
phytophages. Les processus de I’adaptation des ravageurs aux nouvelles ressources
alimentaires restent trés mal connus. On peut se demander pourquoi une espéce de ravageur et
pas une autre est passée sur les céréales cultivées sur toute 1’aire d’expansion de la culture du
sorgho et du mais. On peut également se poser la question de savoir pourquoi ce sont
uniquement le sorgho cultivé et le mais qui sont les plantes hotes préférentielles de B. fusca.
La plante hote originelle de I'espéce reste inconnue étant donné que B. fusca est rare dans les
habitats sauvages (Kfir et al. 2002, Le Rii et al. in press). Cependant, la préférence manifestée
par ce foreur vis-a-vis du sorgho cultivé a amené certains auteurs (Khan et al. 1997; Haile &
Hofsvang 2002) a suggérer que B. fusca était originellement associé a une espéce particuliére
de sorgho. Les recherches écologiques réalisées sur plusieurs années en Afrique de 1'Est
indiquent que B. fusca est vraisemblablement oligophage, c'est-a-dire qu'il ne consomme
qu'un nombre limité de plantes hotes appartenant 4 une méme famille botanique (Le Rii et al.
in press), contrairement aux conclusions initialement avancées par certains écologistes qui
I’associaient & un large éventail de plantes hétes. Ces travaux récents conduisent a considérer
que les recensements antérieurs des plantes hotes sauvages de B. fusca étaient erronés du fait
de 1a méconnaissance des chenilles de chaque espéce de foreurs. Ils ont, paf aillelirs, montré
que la préférence pour les plantes sauvages varie suivant les régions géographiques. Pour B.
fusca, seules quatre plantes hites sauvages appartenant toutes a la famille botanique des
Poaceae ont été identifiées : Pennisetum purpureum, Arundo donax, Sorghum arundinaceum
et Setaria megaphylla. De plus, les auteurs constatent qu’en Erythrée et en Ethiopie, en dehors
du sorgho cultivé et du mais, B. fusca retrouvé dans les habitats sauvages est majoritairement
et géographiquement associé a A. donax alors que dans les milieux sauvages kenyans, il
manifeste plutdt sa préférence pour S. megaphylla avec une distribution géographique trés
limitée. Les études d’écologie comportementale conduites au laboratoire sur le choix
d’oviposition sur un éventail des plantes hotes sauvages et cultivées appartenant aux Poaceae,

Cyperaceae et Typhaceae ont montré qu’aussi bien les adultes (pour I’oviposition) que les
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chenilles (pour leur développement) manifestent une préférence pour une variété particuliére
de sorgho sauvage (Sorghum vulgare pres. var. sudanense) (Khan ef al. 2000; Haile &
Hofsvang 2002). Haile & Hofsvang (2002) considéraient que S. vulgare était la seule plante
hote sauvage permettant le développement complet de I'insecte dans cette série de plantes
étudiées. L’ hypothése la plus vraisemblable et la plus parcimonieuse est que B. fusca est passé
de sorgho sauvage, et probablement d’autres plantes hétes sauvages non encore confirmées
par les études écologiques, au sorgho cultivé au cours des processus de domestication de cette
graminée. L’étude comparée des plantes hbtes sauvages montre que parmi les quatre hotes
sauvages de B. fusca identifiées par Le Rii ef al. (in press), seul P. purpureum est pris en
compte dans les analyses de Haile & Hofsvang (2002). Des études complémentaires
d’écologie comportementale en milieu contr6lé avec les trois autres plantes hotes sauvages (4.
donax, S. arundinaceum, S. megaphylla) sont nécessaires pour savoir le réle réel de ces
derniéres.

La spécialisation écologique est une caractéristique des insectes phytophages. Dans
le cas de B. fusca, les analyses conduites avec le marqueur moléculaire que nous avons utilisé
ne mettent pas en évidence de différenciation génétique entre le sorgho cultivé et le mais. Les
haplotypes observés chez les individus vivant sur sorgho cultivé sont identiques a ceux des
individus présents sur le mafs. Il est donc trés peu vraisemblable que l'on assiste dans le futur
a la formation de races d’héte impliquant ces deux espeéces végétales. Si toutefois une
ségrégation écologique existe entre les individus exploitant ces deux plantes hotes, sa
signature génétique est a rechercher dans le compartiment nucléaire avec les marqueurs
hypervariables étant donnée qu’elle n’existe pas au niveau mitochondrial. Le temps
permettant l'apparition d'une ségrégation €cologique chez B. fusca est certainement supérieur

a l'ancienneté de la domestication du sorgho et a I’introduction du mais en Afrique.

L’effet de la domestication des sorghos sauvages et des événements historiques

La domestication des sorghos sauvages a commencé au Nord-Est de I’ Afrique, mais,
les différentes recherches effectuées ont montré qu’il y a eu localement des échanges
génétiques entre le stock génétique commun au sorgho cultivé et les sorghos sauvages a
travers toutes les régions africaines au cours de 1’expansion de I’agriculture. La structuration
génétique observée chez B. fusca est antérieure a la domestication du sorgho. Elle a eu lieu
sur la (les) plante(s) hote(s) sauvage(s). La principale plante hote d’origine serait le sorgho
sauvage (certainement plusieurs variétés de cette graminée). Les analyses moléculaires

(Ollitrault er al. 1989) conduites avec les alloenzymes sur les populations de sorgho ont
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montré que les sorghos sauvages sont géographiquement structurés en trois groupes
principaux : un groupe originaire d’Afrique de 1’Ouest, un autre provenant de 1’Afrique
Australe et un autre originaire du bloc biogéographique Est-Centre d’Afrique. La structure
génétique des populations de sorgho cultivé a été influencée par les événements régionaux
d’hybridation/introgression avec les espéces de sorghos sauvages. Cela a pu conduire & des
groupes génétiques distincts (les cultivars) au sein du sorgho cultivé (Deu & Hamon 1994).
Biologiquement, on devrait s’attendre également a observer une méme influence régionale
pour les insectes associés spécifiquement aux sorghos sauvages et cultivés. B. fusca montre un
patron géographique partiellement similaire a celui des sorghos sauvages avec un clade W
spécifique a 1I’Afrique de 1’Ouest alors que le clade KII présente une large distribution
géographique regroupant I’Afrique de I’Est, du Centre et du Sud. En prenant en compte la
préférence différentielle manifestée par B. fusca pour les plantes hotes sauvages suivant les
zones écologiques, il n’est pas exclu que d’autres espéces de plantes sauvages botaniquement
proches des sorghos sauvages aient servi d’hdtes a ce foreur de tiges en influengant en partie
sa structure génétique. Sur la base des analyses phylogéographiques et des préférendums
écologiques actuels, I’existence de zones refuges pour B. fusca est suggérée. En contraste, De
Wet (1978) montre que les préférendums écologiques pour des groupes génétiques de sorghos
sauvages sont hautement variables d’une zone écologique a une autre. Compte tenu de
I’existence de quelques especes de plantes hotes sauvages, on peut penser que les refuges ou
les barri¢res de fragmentation ayant modelé la structure des populations de I’insecte sont
vraisemblablement différents, au moins en partie, pour les sorghos sauvages étant donné que
B. fusca ne serait pas uniquement lié & cette espéce végétale. La distribution géographique
actuelle de plusieurs espéces monophages (qui consomment une seule espece végétale) ou
oligophages ne peut pas étre expliquée seulement par la distribution de ses plantes hotes (Le
Rii et al. in press). L’influence des événements passés (périodes de glaciation, extension des
savanes) est vraisemblablement plus marquée pour B. fusca que pour le sorgho étant donné
que les deux espéces n’ont pas la méme biologie. L’isolement et la différenciation
(commencée il y a un million d’années et se continuant jusqu’a nos jours) des trois clades
mitochondriaux identifiés s’expliquent par des événements anciens correspondant a une
époque géologique bien antérieure a la domestication de sorgho a partir de son pool génétique
commun du Nord-Est de I’Afrique. Le patron phylogéographique de B. fusca est
vraisemblablement hérité de I’histoire ancienne de I’insecte associé aux graminées sauvages
dans un contexte paléoclimatique qui a favorisé I’isolement géographique de ses populations

en des zones refuges correspondant aux préférendums écologiques de ce foreur et a fortiori
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différents de ceux des sorghos sauvages. Le passage des populations de B. fusca des sorghos
sauvages aux cultivés s’est vraisemblablement produit & plusieurs reprises et de fagon
indépendante & partir des populations locales dans les différentes zones biogéographiques. B.

fusca est aujourd'hui essentiellement inféodé au mais et au &

cultivé alors que I'histoire
récente de ces plantes n'a pas eu d'influence sur la structure génétique de l'insecte. Ce qui est
justement intéressant avec le modeéle B. fusca est que sa structure génétique n’indique pas une
influence des activités humaines alors que 1’écologie des insectes actuels est étroitement

dépendante de I’existence des agro-systémes céréaliers.

Lutte biologique et uniteés évolutives

La présente étude phylogéographique sur B. fusca a été motivée par le fait que 1’on
supposait 1’existence de préférendums écologiques différents pour les populations Ouest et
Est africaines de ce ravageur de céréales. Méme si nos résultats ne nous permettent pas de
faire un lien direct entre la diversité génétique neutre et 1’adaptation écologique, ils tendent
néanmoins a confirmer la différenciation d’une population Ouest africaine trés homogene. Ce
que renforcent les différentes analyses mitochondriales qui ont montré une séparation nette et
ancienne entre les trois populations W, KI, KII. La distribution géographique du clade W
associée a sa monophylie révélée au cours des analyses successives permet de le considérer
comme une unité évolutive significative. Les clades K7 et K/ peuvent étre considérés comme
des unités évolutives significatives malgré le recouvrement géographique partiel existant entre
eux. Cependant, des analyses moléculaires avec d’autres marqueurs (les microsatellites) et des
approches d'écologie chimique (les phéromones) et comportementale sont nécessaires pour
apporter plus d’information sur la biologie et la structure des populations de B. fusca. Si la
monophylie de chaque clade mitochondrial est confirmée, I’adaptation des stratégies de lutte
biologique a I’écologie des insectes faisant partie de ces populations doit étre envisagées.
L’identification et le recensement des différentes espéces de parasitoides associés a B. fusca
suivi de I’étude écologique des relations coévolutives entre B. fusca et ses parasitoides et
I'analyse génétique des populations de ces antagonistes permettront de déterminer quelle
espéce de parasitoide s'avére la plus virulente vis-a-vis d'une population donnée du foreur. On
pourra rechercher des populations particulieres de parasitoides susceptibles de s’adapter ou
ayant développé une adaptation spécifique a une population donnée de B. fusca et aux
conditions écologiques dans lesquelles se développe cette deriére. Il semble d’ailleurs assez
évident que le cortége d’antagonistes est différent suivant les grandes zones biogéographiques

africaines. La comparaison des complexes d’ennemis naturels connus en Afrique Orientale et
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Occidentale permet de mettre en évidence que le scélionidé parasitoide des ceufs Telenomus
isis est caractéristiques des populations de B. fusca et de S. calamistis d’ Afrique de 1’Ouest
alors que le braconidé parasitoide de larves Cofesia sesamiae est commun en Afrique
Orientale et Australe (Schulthess et al. 1997). Le braconidé parasitoide des ceufs Chelonus
curvimaculatus et l’ichneumonidé parasitoide des chrysalides Procerochasmias
nigromaculatus sont connus sur les populations de B. fusca en Afrique Centrale, Orientale et
Australe alors qu’ils sont complétement absents en Afrique de 1’Ouest (van Achterberg &
Walker 1998 ; Zwart 1998). B. fusca reste ’héte principal de P. nigromaculatus méme s’il est
reconnu que d’autres foreurs de tiges comme S. calamistis, C. partellus, E. saccharina servent
lui également d’hotes (Zwart 1998). Sur la base de la différence de faunes d’antagonistes
entre Ouest et Est de 1’Afrique, certains des parasitoides cités ci-dessus sont déja proposés

pour étre utilisé aprés introduction contre B. fusca et S. calamistis (Schulthess et al. 1997).

Diversité génétique neutre et adaptation écologique des populations de B. fusca

Au plan biogéographique, les barri¢res naturelles empéchent les échanges génétiques
entre populations en créant d’importantes différences moléculaires, et parfois
morphologiques, entre celles-ci. Les refuges naturels de ces populations constituent sans
aucun doute des centres de diversité génétique des espéces. On observe une diversité
écologique associée a une diversité mitochondriale des populations de B. fusca.

La différenciation mitochondriale mise en évidence chez B. fusca n’est pas, par
contre, associée une différenciation des traits d’histoire de vie de ces populations comme 1’ont
montré les travaux de Calatayud er al. (in press). Ces auteurs ont analysé quelques
échantillons du Kenya et ils sont parvenus a montrer que les périodes d’émergence, de
comportement d’appel et de ponte restent identiques chez les individus de B. fusca quel que
soit leur clade mitochondrial.

Bien que Roelofs (1979) reconnaisse que la structure chimique des phéromones de
Lépidopteéres est trés proche au sein d’un méme groupe systématique, des travaux menés sur
des Tordeuses (Baltensweiler & Priesner 1988) et sur des Noctuelles (Foster et al. 1991)
démontrent que le polymorphisme phéromonal au sein d’une méme espéce n’est pas rare chez
les Lépidopteres et qu’il conduit dans la plupart des cas & un isolement reproducteur entre les
races phéromonales. Le systéme de reconnaissance du partenaire sexuel (SMRS - Specific
Mate Recognition System) (Paterson & McEvey 1992) et la spécialisation a une plante-hote
peuvent participer a I’isolement reproducteur entre les populations ou les espéces. Ces deux

points sont considérés comme des moteurs de la structuration et de la différenciation des
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populations. L’existence du polymorphisme phéromonal au sein des populations d’une méme
espéce peut étre aussi liée a une spécialisation a des plantes-hotes différentes (Emelianov et
al. 2001), phénomeéne qui pose la question de la notion de race d’héte voire de spéciation
sympatrique (Emelianov et al. 2003 ; Pelozuelo et al. 2004). Les races phéromonales
pourraient constituer la premiere étape d’un processus d’isolement reproducteur qui, associé a
des divergences écologiques, conduirait a 1’apparition de nouvelles espéces (Dres & Mallet
2002). L analyse de la composition chimique de la phéromone produite par des femelles de B.
fusca issues de la nature, prélevées dans les zones géographiques différentes correspondant
aux trois types mitochondriaux, montre un polymorphisme phéromonal portant sur des
variations de pourcentage ou de ratio des constituants aux niveaux intra- et inter-
populationnels (Félix & Frérot comm. pers.). Par contre, bien que les trois grandes
populations (W, KI, KII) soient séparées par des distances génétiques non négligeables, il ne
semble pas exister de relation entre la différenciation populationnelle observée au niveau
mitochondrial et la variabilité des réponses des males a la phéromone sexuelle femelle ou aux
phéromones synthétiques. Ce résultat n’est pas étonnant puisque I’ADN mitochondrial ne
donne qu'une image de Ihistoire passée des populations. Du fait de I’absence de
recombinaison, I’ADN mitochondrial ne renseigne pas, du moins au niveau populationnel, sur
les échanges actuels ou récents entre les individus des trois types mitochondriaux (W, KI et
KII). Les résultats de ces analyses phéromonales sont en faveur de ’hypothése de la non
divergence du SMRS ou de son absence de renforcement chez B. fusca. L’ADN
mitochondrial n’est certainement pas informatif sur ces aspects de la biologie et de 1’écologie
de ce ravageur de tiges. Les marqueurs moléculaires nucléaires s’aveérent ici nécessaires. En
effet, le génome nucléaire est transmis de génération en génération par les deux sexes. Il est
soumis aux mémes lois génétiques (transmission biparentale, recombinaison génique) que la
plupart des caractéres adaptatifs a la différence du mitochondrial. Dans le cas ou les deux
sexes ont des aptitudes différentes pour la dispersion (caractére controlé par le sexe), la
structuration observée a partir d’un marqueur mitochondrial peut différer de celle du génome
nucléaire. Tout cela justifie 1’utilisation des marqueurs moléculaires nucléaires. Actuellement,
I’étude des huit (08) locus microsatellites est cours afin de tirer les informations biologiques
complémentaires que pourrait apporter le génome nucléaire. Ils font 1’objet d’une étude de
génétique des populations sur les mémes individus ayant servi a faire la présente analyse

mitochondriale.
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Les insectes ravageurs et la biologie moléculaire

Les capacités évolutives et adaptatives des insectes nuisibles ne doivent pas étre
négligées. 11 s’agit de I’'une des raisons qui font que les risques entomologiques en agriculture
n’ont significativement pas diminué avec la modemisation des méthodes de lutte. On peut
citer la résistance aux insecticides liée 4 I’adaptation des insectes phytophages aux substances
chimiques fréquemment utilisées. Dans le cas des insectes foreurs de tiges, les chenilles
vivent a I’intérieur des tiges qui les protégent ainsi contre 1’effet nocif des insecticides. 11 est
donc vraisemblable que les insecticides restent sans effet sur ces foreurs comme cela a été
signalé pour la pyrale E. saccharina (King et al. 2002). La compréhension des mécanismes de
I’évolution des insectes est un enjeu majeur. Une lutte biologique efficace contre une espéce
ravageuse des plantes cultivées doit passer par la recherche des vari€tés résistantes de plantes
hétes, la gestion des habitats, le recensement et 1’identification des parasitoides associés et
surtout I’analyse moléculaire des populations afin de les caractériser et de mettre en évidence
la structure génétique qu’elles présentent. A I’échelle du Kenya, (entre 3 populations de I’Est
de ce pays et 3 autres populations de 1’Ouest du méme pays) une faible différenciation a été
observée chez B. fusca pour son niveau de résistance & C. sesamiae. Cependant, les
possibilités d’adaptation locale a certains génotypes hotes restent minimes : I’essentiel de la
variation dans le succés parasitaire est détermin€ par le parasitoide (Gitau 2006).

En Afrique, on connait encore moins qu'ailleurs les facteurs de structuration
populationnelle, d’isolement et de différenciation qui constituent avec la sélection naturelle
les principales forces qui gouvernent I’évolution des espéces. Cela montre toute utilité¢ de
I’application des analyses moléculaires & la connaissance des organismes biologiques et a
I’élaboration des méthodes de lutte contre les ravageurs de cultures.

Les analyses moléculaires ont apporté un aper¢u majeur a la connaissance des
mécanismes de [’écologie et de la structure génétique des populations de ravageurs. La
plupart des études réalisées se rapportent a des insectes américains ou européens. Les
quelques études de génétique des populations portées sur des espéces africaines ravageuses de
cultures concernent FEldana saccharina (King et al. 2002) ; Ceratitis rosa et Ceratitis
Sfasciventris (Diptera, Tephritidae) (Baliraine et al. 2004) ; Thaumatotibia batrachopa et
Cryptophlebia peltastica (Lepidoptera, Tortricidae) (Timm et al. 2006). Méme si I’intégration
des analyses moléculaires dans les études de la génétique des populations et de la
phylogéographie des insectes phytophages ne répond pas a toutes les thématiques de la lutte
biologique, la résolution de certains problémes de ravageurs passe en Afrique comme ailleurs

par 'utilisation d’outils modernes d’investigation comme ceux apportés par les marqueurs
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moléculaires. La mise en évidence des races d’hotes chez les insectes phytophages est révélée
par les analyses moléculaires comme cela a ét€ souligné dans le premier chapitre de cette
présente étude. Les centres d’origine, les voies de dispersion et I’histoire évolutive récente
comme ancienne des populations sont connus ou approfondis en détail grice aux analyses
moléculaires. La présente étude sur B. fusca a eu le mérite de confirmer que les différences de
préférendums écologiques entre I’ Afrique de I’Ouest et de I’Est qu’on soupgonnait au début
de nos analyses sont corroborées par les résultats de 1’analyse de la diversité moléculaire au
niveau mitochondrial. Cette analyse permet de conclure que B. fusca présente de
différenciations génétiques en fonction des régions biogéographiques. Il reste & voir et a
approfondir ce qui se passe au niveau nucléaire.

L’étude phylogéographique du modele B. fusca permet de prendre en compte dans
les études futures d’autres modeéles biologiques africains, insectes ravageurs ou non, des
facteurs naturels comme la LVC ou la Rift Valley qui paraissent jouer un réle important dans
la structuration des populations. Elle confirme 1’ampleur de la diversité génétique dans
certaines zones comme 1’Afrique de I’Est et le role de refuge joué par les reliefs élevés de
cette région. Elle souligne aussi la particularité de 1’adaptation écologique des populations
animales présentes en Afrique de I’Ouest. La présente analyse a apporté un appui fort a la
biogéographie africaine en ce sens que les différences de préférendums écologiques entre I'Est
et 'Ouest sont congruentes avec la différenciation génétique révélée par l'utilisation d'un

marqueur moléculaire.

Perspectives

L’objectif principal actuel de 1’équipe IRD - UR(072 est de -caractériser
génétiquement avec les marqueurs microsatellites les individus de B. fusca ayant fait 1’objet
d’analyse moléculaire mitochondriale. Les analyses viseront a déterminer le nombre de
populations qui pourront étre différenciées en utilisant ces marqueurs et a rattacher chaque
individus a ces populations. La localisation géographique de ces populations permettra de
compléter notre connaissance des barrieres aux flux de génes qui interviennent dans la
structuration des populations de I’espece. Des corrélations seront recherchées entre
I’appartenance populationnelle des individus et les différences de comportements ou de
composition des phéromones. Les patrons de structuration révélés par les marqueurs
mitochondriaux et microsatellites seront comparés. Dans un second temps, et pour 1’ Afrique
de I’Est au sens large, les patrons de structuration de 1’insecte ravageur et de son parasitoide

principal, C. sesamiae, seront aussi comparés. Parallélement, on va aborder la génétique des
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populations de T. isis, parasitoide caractéristique des populations de B. fusca d’Afrique de
I’Ouest.

Ces travaux porteront sur le jeu de données actuellement disponible. Cependant, une
meilleure connaissance de la phylogéographie de B. fusca et de sa structuration génétique
nécessiteront la réalisation de nouvelles missions de collecte. Nous avons vu que des
différences existent au plan écologique entre les populations d’Afrique de I’Ouest et de I’Est.
Cette derniére partie de 1’ Afrique est caractérisée par 1’abondance de zones d’altitude ou B.
fusca domine. En Afrique de 1’Ouest, il est possible de retrouver des zones d’altitude en
Guinée, région qui n’a pu étre explorée pendant la période couverte par cette thése. Un
échantillonnage dans cette zone permettrait a la fois d’estimer la limite Ouest de ’aire de
distribution de B. fusca d’une part et d’autre part d’évaluer si cette région a pu dans le passé
constituer une zone refuge pour I’espéce. En Afrique Centrale, le réle de la LVC a été
souligné. Un projet de recherche associant I’'IRD et le MNHN (Muséum National d’Histoire
Naturelle, Paris) devrait permettre d’y échantillonner les foreurs a la fois dans le milieu
naturel et dans les zones cultivées. L’objectif visé pour B. fusca sera de préciser les limites de
I’aire de distribution du clade KII. On se demande si celle-ci se situe sur le piedmont Est ou
sur le piedmont Ouest de I’autre coté de la LVC.

La compréhension des phénomeénes adaptatifs qui se cachent derriére tout ce qui a été
montré au niveau de B. fusca est importante. Pour aborder le lien entre la génétique et
’adaptation écologique, on peut envisager a 1’avenir de s'intéresser au protéome (ensemble
des protéines exprimées par une cellule ou un tissu a un instant donn€) d'un tel modéle. Bien
shr, la protéomique est une méthode lourde et financiérement colteuse, mais, son utilisation
sur des modeles appliqués comme B. fusca peut constituer de bons outils pour des approches
plus fondamentales. Les intéféts de I’analyse du protéome par rapport a ceux de I’analyse du
génome ou du transcriptome résident dans les caractéristiques suivantes : (1) un méme
génome peut donner naissance a beaucoup de protéomes différents; (2) le niveau
d’expression des protéines n’est pas prédictible a partir du niveau d’expression des
messagers ; (3) les messagers peuvent présenter une importante diversité, en raison de
I’utilisation de promoteurs distincts, ou d’épissages alternatifs ; (4) les protéines peuvent étre
traduites & partir de différents codons d’initiation, et sont fréquemment modifiées aprés la
traduction ; (5) il est trés difficile de prédire, a partir de 1’analyse des séquences d’ADN ou
d’ADNc, dans quelles conditions un géne est transcrit et traduit, a quel stade du
développement, dans quel tissu ; (6) le nombre de protéines exprimé dans les tissus est de

I’ordre de plusieurs milliers (Bernot 2003). Les travaux de la protéomique permettraient
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éventuellement de révéler a ce niveau des différences, probablement adaptatives, entre
certaines populations et donc de déterminer quels génes interviennent dans les phénoménes
adaptatifs de ce foreur de tiges. Des études sur la drosophile ont montré des changements dans
la charge alaire en fonction de I’altitude : les populations d’altitude présentant une plus faible
charge alaire (Morin et al. 1999). Les génes sous exprimés dans les muscles alaires des
populations d’altitude et impliqués dans ces adaptations pourraient &tre identifiés par des
méthodes de protéomique comparée.

L’élargissement de 1’étude physio-comportementale (les phéromones, les tunnels de
vol, les périodes d’appel des femelles) a des échantillons plus importants de B. fusca sur
toutes ses zones biogéographiques de distribution afin de révéler les petites différences. Les
substances chimiques caractéristiques des populations sont a rechercher afin d’approfondir les
connaissances sur les traits d’histoire de vie de ce ravageur de plantes cultivées.

Aprés le recensement et ’identification des parasitoides spécifiques a chaque
population identifiée ou susceptibles de contrdler efficacement les populations de B. fusca,
I’analyse moléculaire de la structure génétique de ces populations de parasitoides est une
étude primordiale pour comprendre le rble des flux géniques dans les interactions
coévolutives entre les parasitoides et ’hote.

L’approfondissement de I’analyse des marqueurs microsatellites en complément a
celle mitochondriale présentée ici, associée a la connaissance de la biologie et de 1’écologie a
la fois des populations de B. fusca et de ses parasitoides, pourrait conduire a améliorer les
chances de réussite de la lutte biologique contre ce ravageur et fournir par extension des
enseignements pour améliorer la Iutte contre d'autres insectes africains ravageurs de cultures

agricoles.
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Abstract: Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera, Noctuidae) is a major pest of maize and
cultivated sorghum in sub-Saharan Africa. The observed difference in the life features and the
ecology of species among East and West African populations suggest the existence of
populations genetically differentiated in accordance with the geography or biotope types. The
role of host plant, particularly that related to two major cultivated plant consumed by insect,
in possible of genetic structure of its populations is being established. A large
phylogeographic study based on use of one mitochondrial marker, the cytochrome b and on
analysis of numerous samplings (590 individuals from 112 localities including the major part
of the spatial distribution of borer) has been performed. This study has showed the presence
of three main haplotype clades (W, K1, KII) corresponding to populations isolated in West and
East Africa in Pleistocene, around one million years ago. Clade W localized in West Africa
split geographicaily from clsde X7 and clade K77 that are partially sympstric. Clade X7 is
limited to one part of East Africa whereas clade XIT shows a large geographical distribution
covering well East, Central and Southern sub-Saharan Africa. Phylogenetic, F-statistics,
calculated demographic parameters and nested clade phylogeographic analyses results
m&mmmcmmmmmmmmmmm
' -den expansion even if local populations were characterized by the
phmmemofmﬁmﬁgmeﬂowm&ml&mbydim Mismatch distribution analysis

and the negative values of Tajima D index are consistent with a demographic expansion
hypothesis' of three clades. Significant genétic differentiations have beéen hiphlighted at
various hierarchical levels by analysis of molecular variance (AMOVA). The Cameroon
Volcanic Line and the Rift Valley appear to be two factors comtributing to the genetic
structure of B. fizsca populations. The highest haplotype and nucleotide diversity in Ghanaian
(clade W), Eritrean (clade X7) and Kenyan (clade KII) regions has allowed identifying them as
the likelihood geographic centres of origin of each clade. The population genetic history of B.
Jusca as revealed by mitochondrial genome analysis appears independent to sorghum
domestication and introduction and expansion of maize. The ancient genetic structure is
maintained through different periods with recurrent and local shift of B. fusca individuals
from wild host plants to cultivated. An original parallel has been able to be performed with
the results of phylogeographic study of this graminaceous insect and all those of many studies
related on African mammalian herbivorous. This parallel analysis indicates that similar
paleoclimatic factors have likely shaped animal populanons from distant groups associated
w1thAﬁ1cangrammaceousenv1ronments

- Keywords: Busseola fusca, cytochrome b, population genetics, phylogeography, Pleistocene,
regional evolutionary history, African biogeography.



Résumé : Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera, Noctuidae) est un ravageur majeur du mais
~ et du sorgho cultivé en Afrique Subsaharienne. Des différences observées dans les traits de
vie et I'écologie de I'espéce entre les populations Est et Ouest africaines suggérent l'existence
-de populations génétiquement différenciées selon la géographie ou les types de biotopes. Le
rle des plantes hétes, et notamment celui des deux principales plantes cultivées consommées
par l'insecte, dans 1'éventuelle structuration génétique de ses populations est & déterminer. Une
vaste étude phylogéographique basée sur l'utilisation d'un marqueur mitochondrial, le
cytochrome b et sur l'analyse de nombreux échantillons (590 individus provenant de 112
localités incluant la majeure partie de 1’aire de distribution de foreur), a été réalisée. Cette
étude a révél€ I’existence de trois clades principaux d'haplotypes (W, KI, KII) correspondant a
des populations isolées a 1’Ouest et & I’Est de I’Afrique au Pléistocéne, il y a environ un
million d’années. Le clade W localisé en Afrique de 1’Ouest est isolé géographiquement des
clades KT et KIT qui sont partiellement sympatriques. Le clade KI voit sa distribution limitée a
une partie de I’Afrique de I’Est alors que le clade KII présente une large distribution
géographique couvrant I’Est, le Centre et le Sud de I’ Afrique Subsaharienne. Les résultats des
analyses phylogénétiques, les paramétres démographiques calculés, les statistiques de Wright
ainsi que les analyses des clades emboités confirment que ces trois populations, aprés avoir
été isolées dans des aires refuges différentes, ont connu une expansion démographique et
géographique, méme si les populations locales sont caractérisées par des phénoménes de
restriction des flux géniques avec isolement par la distance. L’analyse de mismatch
distribution et les valeurs négative de l'indice D de Tajima sont en accord avec I’hypothése
d’une expansion démographique des trois clades. Des différenciations génétiques
significatives ont été mises en évidence & différents niveaux hiérarchiques par 1’analyse
moléculaire de la variance (AMOVA). La Ligne Volcanique du Cameroun et la Rift Valley
seraient deux des facteurs qui ont modelé la structure génétique des populations de B. fusca.
La plus grande diversité haplotypique et nucléotidique de B. fusca dans les régions ghanéenne
(clade W), érythréenne (clade K1) et kenyane (clade KII) a permis de les identifier comme les
centres probables d’origine géographique de chaque clade. L'histoire génétique des
populations de B. fusca, telle que révélée par I'analyse du génome mitochondrial, apparait
indépendante de la domestication du sorgho et de l'introduction et de 1'expansion des cultures
de mais. L’ancienne structure génétique est maintenue a travers les différentes époques avec
un passage récurrent et local des individus de B. fusca des plantes hotes sauvages aux
cultivées. Un paralléle original a pu étre fait entre les résultats de I'étude phylogéographique
de cet insecte graminivore et ceux de plusieurs études portant sur des mammiféres herbivores
africains. Cette analyse paralléle montre que des facteurs paléo-climatiques similaires ont
probablement modelé les populations des animaux de groupes éloignés associés aux milieux
graminéens africains.

Mots clés : Busseola fusca, cytochrome b, génétique des populations, phylogéographie,
Pléistocéne, histoire évolutive régionale, biogéographie africaine.





