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Introduction

Introduction

Parmi l'ensemble des relations symbiotiques connues, l'endosymbiose intracellulaire
constitue le type de relation la plus étroite qui puisse exister entre deux organismes, puisque 1'un
des partenaires vit dans les cellules de son hote. Les chloroplastes et les mitochondries
constituent les cas les plus extrémes et les plus anciens d'endosymbiose (Margulis, 1993). De
par la grande diversité de leurs stratégies évolutives, les endosymbiotes bénéficient d'un intérét
croissant des biologistes de 1'évolution. En effet, les relations liant les endosymbiotes a leurs
hoétes sont treés diverses et s'é¢tendent du mutualisme (le symbiote augmente sa propre valeur
sélective en augmentant celle des femelles-hotes) au parasitisme de la reproduction (le parasite
augmente sa valeur sélective au détriment des femelles-hotes en manipulant leur reproduction ;
Ishikawa, 2003). Les exemples d'endosymbiose sont particuliérement nombreux et diversifiés
chez les arthropodes. Parmi celles-ci, Wolbachia pipientis est de loin le parasite de la
reproduction le plus largement étudié, tant sur 1'analyse des interactions (phénotypes induits,
mode d'action, immunité de I'hdte, etc.) que sur les aspects évolutifs (évolution du génome,
dynamique d'invasion, caractérisation des pressions de sélection, etc.). C'est aussi celui qui
présente la plus grande diversité de phénotypes induits : incompatibilité cytoplasmique,
féminisation, mort des males, parthénogencse et réalisation de 1'ovogenese (O’Neill et al.,
1997; Stouthamer et al., 1999b; Werren, 1997). D'autre parasites de la reproduction sont
néanmoins connus chez les arthropodes et bénéficient d'un intérét croissant de la part des
chercheurs. On peut citer :

* Cardinium
- féminisation chez les acariens Brevipalpus phoenicis et B. californicus (Chigira &
Miura, 2005; Weeks et al., 2001)
- incompatibilit¢ cytoplasmique chez I'hyménoptére Encarsia pergandiella et des
acariens (Gotoh et al., 2007; Hunter et al., 2003)
- parthénogenese chez Encarsia hispida (Zchori-Fein et al., 2001; Zchori-Fein &
Perlman, 2004)
- augmentation de la fécondité chez l'acarien Metaseiulus occidentalis (Weeks &
Stouthamer, 2004)]
* des Flavobacteria non décrites qui induisent la mort des males chez les coccinelles
Adonia variegata et Coleomegilla maculata (Hurst et al., 1997)
» Spiroplasma qui induisent la mort des males chez Drosophila willistoni et la coccinelle

Adalia bipunctata (Hurst et al., 1999b)]
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*  Arsenophonus qui induisent la mort des males chez la guépe parasitoide Nasonia
vitripennis (Gherna et al., 1991)]

* Rickettsia qui induisent la mort des males chez Adalia bipunctata (Hurst et al., 1999b)]

* des microsporidies qui induisent la féminisation chez Gammarus duebeni (Ironside et al.,
2003a; Ironside et al., 2003b).

De part leur mode de transmission et les manipulations infligées a leurs hdtes, les
parasites de la reproduction sont susceptibles d'affecter non seulement la reproduction de leurs
hotes, mais également d'autres aspects de leur biologie et en particulier la structuration
génétique des populations d'hotes. En effet, leur transmission maternelle via le cytoplasme des
ceufs crée un déséquilibre d'association important avec l'ensemble des éléments du cytoplasme,
y compris 'ADN mitochondrial. La propagation des endosymbiotes va donc affecter la diversité
génétique et la structuration génétique mitochondriale des populations hotes (Hurst & Jiggins,
2005). Cependant, les parasites de la reproduction peuvent aussi influencer la diversité et la
structuration de 1'ADN nucléaire (Engelstadter & Hurst, 2007; Telschow et al., 2006) et
semblent jouer un réle dans les événements de spéciation de leurs hotes (Charlat et al., 2003a;
Rokas, 2000; Weeks et al., 2002). L'analyse du polymorphisme et de la structuration génétique
des hotes permet de mieux comprendre la dynamique et les forces évolutives régulant les
prévalences des parasites de la reproduction dans le milieu naturel.

Parmi les nombreuses especes d'arthropodes infectées par des endosymbiotes parasites
de la reproduction, Armadillidium vulgare présente l'originalité d'étre infecté par deux souches
de Wolbachia téminisantes. Depuis leur découverte récente (Cordaux et al., 2004), un
important travail est mené a 'UMR CNRS 6556 de I'Université de Poitiers, afin de comparer
les stratégies évolutives de ces deux associations et comprendre leur dynamique dans les
populations naturelles. Les premiers résultats indiquent qu'elles posseédent des traits d'histoire
de vie différents (M. Johnson, pers.comm.), mais leurs prévalences sont encore mal connues en
milieu naturel.

L'objectif de ce travail est de comprendre quel est I'impact des souches de Wolbachia sur
la structuration génétique des populations d'A. vulgare et d'appréhender la dynamique des
prévalences des souches de Wolbachia dans les populations naturelles. La premiére étape de ce
travail a ¢été¢ d'analyser le polymorphisme et les prévalences des différentes souches de
Wolbachia au sein des populations d'4. vulgare. Dans un second temps, le polymorphisme et
la structuration génétique de 1I'hote ont été étudiés a 'aide d'un marqueur mitochondrial et de

marqueurs nucléaires (microsatellites) avec trois objectifs principaux :
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1/ caractériser la structuration génétique de I'hote

2/ apporter des ¢éléments de réponse pour mieux comprendre I'évolution des
prévalences de Wolbachia dans les populations naturelles

3/ analyser les effets des facteurs féminisants sur le polymorphisme et la structuration
génétique de I'hdte. Deux échelles géographiques ont été utilisées. Les prévalences de
Wolbachia, le polymorphisme et la structuration génétiques de 1'hote ont été analysées parmi
treize populations échantillonnées a une échelle subrégionale. Le méme travail a ensuite été
mené a une échelle géographique réduite, au sein d'une métapopulation afin d'analyser 1'impact
d'une dynamique extinction-recolonisation et des flux de geénes sur la dynamique de
Wolbachia. Cette étude, couplée a des simulations, a également permis de mettre en évidence
les effets de Wolbachia sur ' ADN mitochondrial. De maniére plus inattendue, les analyses de
biais de structuration génétique suggérent aussi un effet des facteurs féminisants (Wolbachia et

/) sur 'ADN nucléaire.
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I. Synthése bibliographique

|. Synthése bibliographique

A. Wolbachia pipientis

Wolbachia pipientis est une o-protéobactérie, parasite intracellulaire obligatoire
proche des genres Ehrlichia, Anaplasma et Neorickettsia (O’Neill et al., 1992). Elle a été
découverte par Hertig et Wolbach (1924) dans les ovaires du moustique Culex pipiens et
décrite en 1936 (Hertig, 1936). Sa transmission est strictement maternelle via le cytoplasme
des ovocytes. Elle infecte une grande variété de nématodes (Bandi et al., 1998; Taylor &
Hoerauf, 1999) et d'arthropodes : 17 a 75% des insectes (Jeyaprakash & Hoy, 2000; Plantard
et al., 1999; Wenseleers et al., 1998; Werren et al., 1995a; Werren & Windsor, 2000), des
crustacés (Bouchon et al, 1998; Cordaux et al, 2001) et des chélicérates (acariens et
araignées ; Breeuwer & Jacobs, 1996; Gotoh et al., 2003; Rowley et al., 2004). Chez les
isopodes terrestres, elles infectent 46,3% des especes (Bouchon ef al., 1998). La diversité des
hoétes infectés suggere que Wolbachia est un parasite trés ubiquiste qui possede de grandes
capacités d'adaptation a des hotes différents (Rigaud & Rousset, 1996; Rigaud, 1999).

Les phylogénies moléculaires de Wolbachia suggerent l'existence de dix clades plus
ou moins spécialisés sur un type d'hotes (Figure I-1). Bien que formant chacun un groupe
apparemment monophylétique, les relations phylogénétiques de ces groupes ne sont pas
clairement établies (Lo er al., 2007). La majorité¢ des lignées Wolbachia infectant des
arthropodes appartient & deux clades étroitement apparentés A et B (Werren et al., 1995b).
Toutes les lignées Wolbachia trouvées jusqu'a maintenant chez les isopodes terrestres
appartiennent au clade B et la plupart forme un sous-clade nommé wOni (Bouchon ef al.,
1998; Cordaux et al., 2001; Cordaux et al., 2004). Tres proche des clades A et B, le clade G a
été récemment proposé sur la base de phylogénie du gene wsp (Rowley et al., 2004). 1l
comprend des lignées Wolbachia infectant des araignées. Cependant, une ¢tude récente basée
sur d'autres génes remet en question l'existence de ce clade et semble indiquer qu'il est en fait
constitué¢ de lignées recombinantes des clades A et B (Baldo & Werren, 2007). D'autres
lignées de Wolbachia trouvées chez des arthropodes forment des clades phylogénétiquement
plus éloignés : E (collemboles ; Czarnetzki & Tebbe, 2004; Vandekerckhove et al., 1999), F
(arthropodes et nématodes filaires ; Campbell et al., 1992; Casiraghi et al., 2005) et H
(termites ; Bordenstein & Rosengaus, 2005). La plupart des lignées Wolbachia trouvées chez
les filaires forme deux autres clades C et D (Bandi et al., 1998). Enfin deux lignées

Wolbachia trés divergentes et trouvées chez Dirofilaria repens (filaire) et chez diverses



I. Synthése bibliographique

especes de puces ont été assignées chacune a un clade spécifique (Casiraghi et al., 2005;
Gorham et al., 2003). Les divergences entre lignées de Wolbachia peuvent étre importantes et
leurs statuts spécifiques ne sont pas clairement définis. Cependant, étant donné 1'existence
d'échanges de matériel génétique entre lignées (recombinaisons intergénomiques entre les
supergroupes A et B, bactériophages, etc. ; voir par exemple Baldo et al., 2005a; Baldo et al.,
2005b; Bordenstein & Wernegreen, 2004; Jiggins et al., 2001b; Jiggins, 2002; Werren &
Bartos, 2001), Lo et al. (2007) ont proposé de considérer 1'ensemble des supergroupes A-H et
des deux lignées qui présentent une divergence comparable avec la lignée originale décrite

chez Culex pipiens, comme une seule et méme espece Wolbachia pipientis.

Arthropods and

Dipetalonema gracile
filarial nematodes P 9

Arthropods (filarial nematode)

Spiders
F
Arthropods
C
Filarial
D nematodes
E
H . .
Springtails Ctenocaphalides felis
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Figure I-1 Représentation schématique des relations phylogénétiques de Wolbachia pipientis basées sur les
génes fisZ, groEL, gltA, dnaA. Les lettres correspondent aux clades confirmés a I'aide des quatre génes. La
position du clade G est incertaine et proposée sur la base des génes wsp et 16S rRNA (d'apres Lo et al.,
2007).

1. Parasites de la reproduction
Afin d'augmenter son taux de transmission maternelle a la génération suivante,
Wolbachia induit un certain nombre d'altérations de la reproduction des hotes infectés
(O’Neill et al., 1997; Stouthamer et al., 1999b; Werren, 1997). Ces altérations dépendent a la
fois de la lignée bactérienne (Charlat et al., 2003b; Dedeine et al., 2004; Hiroki et al., 2004;
James & Ballard, 2000) et de I'hote (Boyle et al., 1993; Poinsot et al., 1998; Reynolds &
Hoffmann, 2002; Reynolds et al., 2003). Les principaux effets de l'infection par Wolbachia

sont les suivants :
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Incompatibilité cytoplasmique : L'incompatibilité cytoplasmique a été décrite

des les années 1950 chez Culex pipiens (Ghelelovitch, 1952) mais la
responsabilité¢ de Wolbachia dans ce phénomeéne n'a été mise en évidence que
dans les années 1970 (Yen & Barr, 1971; Yen & Barr, 1973). L'incompatibilité
cytoplasmique constitue le phénotype le plus fréquemment induit par
Wolbachia (Charlat & Mercot, 2001; Hoffmann & Turelli, 1997). Elle a en
effet été décrite chez des hotes trés divers (insectes, crustacés, acariens) dont
notamment deux isopodes terrestres : Porcellio dilatatus (Legrand & Juchault,
1986) et Cylisticus convexus (Moret et al., 2001). Le croisement entre un male
infect¢ par Wolbachia et une femelle non-infectée se traduit par la mort des
embryons. Si la femelle est infectée, le croisement est viable aussi bien avec un
male infecté qu'avec un male non infecté. On peut observer un phénomeéne
similaire si le male et la femelle sont infectés par des souches de Wolbachia
différentes. Dans ce cas on parle d'incompatibilit¢é cytoplasmique
bidirectionnelle.

Mort des males (Male-killing) : Wolbachia induit la mort des males issus de

femelles infectées (Hurst & Jiggins, 2000; Stevens et al., 2001). Cet effet a été
observé chez des coléopteres (Fialho & Stevens, 2000; Hurst et al., 1999a), des
1épidopteres (Fujii et al., 2001; Jiggins et al., 2000a; Jiggins et al., 2000b) et un
diptere (Hurst et al., 2000). La mort des males n'a pas d'effet négatif sur
Wolbachia parce qu'elle n'est transmise que par la voie femelle. Elle procure au
contraire un avantage si les filles profitent d'un avantage de la mort de leurs
freéres, par exemple en les mangeant (chez la coccinelle et le ténébrion), en
réduisant la compétition entre les descendants ou en limitant le risque de
croisements entre apparentés. Les filles des femelles infectées par Wolbachia
ont alors une valeur sélective supérieure a celle des filles des femelles non-
infectées.

Féminisation : La féminisation des males génétiques a été clairement

démontrée chez plusieurs especes d'isopodes terrestres (Bouchon et al., 1998;
Juchault et al., 1994; Martin et al., 1973), un 1épidoptere (Hiroki et al., 2002;
Hiroki et al., 2004) et plus récemment chez une espéce de ciccadelle (Negri et

al., 2006). La féminisation des males génétiques entraine une forte
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augmentation du nombre de femelles dans la descendance (> 50%) et favorise
donc le taux de transmission de Wolbachia aux petites-filles.

* Parthénogenése thélytoque : chez les especes haplodiploides (hyménopteres,

thrips et acariens ; voir Stouthamer, 1997 pour revue), les males (haploides) se
développent a partir d'ceufs non fécondés (parthénogenése arrhénotoque) et les
femelles (diploides) a partir d'ceufs fécondés. Wolbachia va induire également
une diploidisation des ceufs haploides qui vont se développer en femelles, les
rendant diploides. Les femelles infectées sont ainsi produites de manicre
asexuée. Leur descendance contient alors deux fois plus de filles que celles des
femelles non-infectées, ce qui permet la transmission de Wolbachia a deux fois
plus de petites-filles.

* Réalisation de l'ovogenése :, une des trois lignées Wolbachia (wAtab3)

présente chez l'hyménoptére parasitoide Asobara tabida est nécessaire a

l'ovogenese (Dedeine ef al., 2001; Dedeine et al., 2005).

B. Effets de Wolbachia sur la génétiqgue des populations des
hotes

De nombreuses études se sont intéressées aux effets de Wolbachia sur la diversité
génétique mitochondriale (par exemple : Ballard & Kreitman, 1994; par exemple : Ballard et
al., 1996; Baudry et al., 2003; Dean et al., 2003; Jiggins, 2003; Kambhampati et al., 1992;
Marshall, 2004; Narita et al., 2006; Rasgon et al., 2006; Reuter & Keller, 2003; Rokas et al.,
2001; Schulenburg et al., 2002; Shoemaker et al., 2004). En effet, Wolbachia est transmise
maternellement avec le cytoplasme et les mitochondries. En manipulant la reproduction de
son hote, Wolbachia favorise les femelles infectées, et par conséquent le cytoplasme et les
mitochondries des lignées infectées vont augmenter en fréquence dans la population.
Wolbachia se retrouve alors en déséquilibre d'association avec I'ADN mitochondrial (Hurst &
Jiggins, 2005). Un tel déséquilibre d'association n'est cependant possible que si les transferts
horizontaux sont rares ou inexistants. Plusieurs études ont montré leur existence, parfois a des
fréquences élevées (Huigens er al., 2000; Huigens et al., 2004). Chez les espéces qui
présentent un fort taux de transmission horizontal, 1'auto-stop génétique de Wolbachia sur
I'ADN mitochondrial est inexistant et Wolbachia n'a alors que peu d'effets sur I'ADN
mitochondrial. Cette situation semble cepandant étre l'exception et la transmission de

Wolbachia est essentiellement verticale chez la plupart des espéeces.
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Le balayage sélectif (forte augmentation en fréquence d'une mutation bénéfique dans
la population) peut avoir lieu sur Wolbachia, mais également sur d'autres symbiotes transmis
maternellement comme Cardinium ou Spiroplasma, sur la mitochondrie elle-méme ou sur le
chromosome W en cas d'hétérogamie femelle. L'ensemble des effets présentés dans cette partie
ne sont donc pas propres & Wolbachia et Wolbachia n'est pas forcément a 1'origine d'un patron
particulier de diversité ou de structuration génétique de I'ADN mitochondrial. Hurst & Jiggins
(2005) ont présenté une synthese récente des effets non seulement de Wolbachia mais d'autres
parasites de la reproduction sur la diversité génétique mitochondriale. Un goulot
d'étranglement démographique peut également affecter de la méme fagon le polymorphisme
mitochondrial. Cependant, dans ce dernier cas, les génomes nucléaires et mitochondriaux sont
affectés et leur comparaison permet d'éliminer les causes démographiques pouvant expliquer un

patron de polymorphisme particulier.
1. Génome mitochondrial

a) Diversité génétique mitochondriale

Selon le nombre de lignées bactériennes présentes et l'ancienneté de l'invasion de
Wolbachia, la diversité génétique mitochondriale peut €tre augmentée ou diminuée et le
polymorphisme est altéré (fréquence des mitotypes, répartition des mutations entre les
mitotypes, etc.). L'augmentation de la prévalence de Wolbachia dans une population va
considérablement réduire le polymorphisme mitochondrial de la population et distordre les
fréquences des mitotypes par auto-stop génétique (par exemple un mitotype majoritaire
associé a Wolbachia et plusieurs mitotypes rares non associés a Wolbachia). Si de nouveaux
variants de Wolbachia plus compétitifs apparaissent par mutation ou par transferts
horizontaux, leurs invasions successives de la popultion hote, vont encore réduire le
polymorphisme mitochondrial (Maynard-Smith & Haigh, 1974; Tajima, 1989). Plusieurs
¢tudes ont montré que les infections par Wolbachia sont associées a un faible polymorphisme
mitochondrial. Par exemple, trois populations de Drosophila simulans peu infectées par des
Wolbachia induisant l'incompatibilité cytoplasmique présentent un polymorphisme plus élevé
que toutes les autres populations infectées (Dean et al., 2003). Chez Porcellionides pruinosus,
une absence totale de polymorphisme mitochondrial dans les populations francaises semble
provoquée par des Wolbachia féminisantes (Marcad¢ et al., 1999). Wolbachia semble
également avoir affect¢ le polymorphisme mitochondrial de la chrysomele Aphthona
nigricustis (Roehrdanz et al., 2006). On distingue en effet deux clades mitochondriaux chez

cette espece. 78% des individus appartiennent au clade A qui ne comprend qu'un seul
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mitotype associ¢ a Wolbachia (86% d'infection dans ce clade). Les autres individus possedent
l'un des 15 haplotypes du clade B et aucun n'est infecté par Wolbachia.

Dans le cas d'infections multiples par plusieurs souches de Wolbachia (par exemple :
Hiroki et al., 2004; Mouton et al., 2004; Reuter & Keller, 2003), on peut s'attendre a une
dynamique qualitativement similaire a celle observée dans le cas d'infections simples. Lorsqu'un
polymorphisme d'infection est observé, le résultat peut par contre étre différent, notamment si
les différentes souches de Wolbachia présentes dans la population sont associées a des
mitotypes différents. Dans ce cas, un balayage sélectif par une souche de Wolbachia peut
réduire le polymorphisme au sein d'une lignée de femelles. Cependant, la présence simultanée
de plusieurs souches de Wolbachia dans la population (avec différentes classes d'infection)
peut maintenir un certain polymorphisme au sein de la population. Dans ce cas, la généalogie
des mitotypes présents dans la population comprend une majorité de branches internes longues
et des branches externes courtes. Ce phénomene n'est pas directement li¢ a un phénotype
particulier et a été constaté avec des Wolbachia induisant de 1'incompatibilité cytoplasmique ou
pratiquant la mort des males (Hiroki et al., 2004; Jiggins, 2003; Reuter & Keller, 2003)

Comme nous venons de le voir, Wolbachia influence le polymorphisme mitochondrial
des individus infectés a I'échelle de la population. Cependant, Wolbachia peut également
influencer le polymorphisme des individus non-infectés d'une population. En effet, Wolbachia
ne possede pas un taux de transmission a la descendance de 100% alors que les mitochondries
ont une transmission parfaite. Il y a donc une production continue d'individus non infectés qui
possedent le mitotype associé a l'infection. Si ces individus comprennent des femelles, leur
mitotype pourra se maintenir dans le pool d'individus non-infectés. A cause de la production
continue de ces individus par les femelles infectées, la fréquence du mitotype initialement
associ¢ a Wolbachia va alors augmenter régulierement en fréquence dans le pool d'individus
non-infectés. Ce processus unidirectionnel va entrainer une forte réduction des fréquences des
mitotypes originaux dans le pool d'individus non-infectés. Ce phénoméne va cependant
dépendre du taux de transmission du parasite et de l'ancienneté de l'invasion (Johnstone &
Hurst, 1996; Turelli et al., 1992). En effet, plus l'infection est ancienne et moins le taux de
transmission de Wolbachia est €élevé (donc la production d'individus non-infectés), plus la
réduction du polymorphisme mitochondrial des individus infectés est importante. Chez les
papillons Acraea encedon et A. encedana, l'infection par Wolbachia (tueuses de males chez les

deux especes) est plus ancienne et présente un taux de transmission inférieur chez la premicre
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espece, A. encedon, qui ne présente aucun polymorphisme mitochondrial, alors que la diversité
mitochondriale n'est réduite que chez les individus infectés chez 4. encedana (Jiggins, 2003).
Lorsque l'infection par Wolbachia est ancestrale dans la population, des mutations
neutres peuvent avoir eu le temps d'apparaitre sur ' ADN mitochondrial associ¢ a Wolbachia. Le
polymorphisme mitochondrial de la population peut alors ressembler a ce qui est attendu sous
I'hypothése de neutralité. Une telle situation a été observée dans le cas de Wolbachia induisant
de l'incompatibilit¢ cytoplasmique chez une chrysomele et un grillon (Keller et al., 2004;
Marshall, 2004). Cependant, cette situation semble rare et 'ADN mitochondrial ne retrouve
généralement pas son niveau de polymorphisme initial (Hurst & Jiggins, 2005). D'une part,
'apparition de mutations favorables dans le génome de Wolbachia peut étre a 1'origine d'une
sé¢lection directe sur le parasite, qui se traduit par de nouveaux balayages sélectifs sur I'ADN
mitochondrial par auto-stop génétique. D'autre part, l'infection par Wolbachia réduit la taille
effective de 'ADN mitochondrial pour deux raisons. La premicre, déja mentionnée, est la
transmission imparfaite de Wolbachia a la descendance qui fait que seules les mutations
apparues chez les individus infectés peuvent envahir et se fixer dans la population. La taille
effective de population est alors réduite a celle des femelles infectées (Johnstone & Hurst,
1996). Ce phénoméne sera d'autant plus marqué pour des prévalences faibles de Wolbachia.
Une telle situation est observée chez Drosophila innubila (35% d'infection par une souche de
Wolbachia qui induit la mort des males) qui présente une diversit¢ mitochondriale réduite
comparée a l'espece proche et non-infectée D. falleni (Dyer & Jaenike, 2004). La deuxiéme
raison qui explique la réduction de la taille effective de population est un effet plus important
de la sélection purifiante sur I'ADN mitochondrial en présence d'un symbiote. En effet, la
sélection purifiante ¢limine I'ensemble des cytoplasmes qui possédent des mutations déléteres
(affectant les mitochondries, Wolbachia ou tout autre élément cytoplasmique) et réduit
d'autant la taille effective de population de I'ADN mitochondrial (Charlesworth et al., 1993).
Les mutations qui apparaissent dans le génome de Wolbachia s'ajoutent a celles des autres
¢léments cytoplasmiques et la sélection purifiante élimine l'ensemble. Ainsi, en présence de
Wolbachia, le taux de mutation de I'ensemble des éléments du cytoplasme est environ dix fois
plus ¢levé que celui des mitochondries seules (Ochman et al., 1999; Tamura, 1992;

Wernegreen, 2002).

b) Divergence génétique mitochondriale entre populations
Deux effets contraires peuvent étre observés selon le nombre de souches de Wolbachia

en compétition : soit une réduction, soit une augmentation de la différenciation génétique des
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populations. Dans le cas ou une seule souche de Wolbachia est présente, Wolbachia peut se
propager de populations en populations par des événements de migration et entrainer le
mitotype qui lui est associé par auto-stop génétique. L'absence de souche compétitrice permet
une libre invasion des populations par Wolbachia, ce qui entraine une homogénéisation de leur
composition génétique mitochondriale par auto-stop génétique. Cette propagation n'affecte pas
la structuration génétique du génome nucléaire. L'analyse seule de I'ADN mitochondrial
montre alors une absence de structuration génétique alors que l'analyse de marqueurs
nucléaires peut indiquer des populations structurées. Une telle situation est observée par
exemple chez Porcellionides pruinosus (Wolbachia féminisantes ; Verne et al, données non
publiées) ou chez Drosophila simulans (incompatibilité cytoplasmique ; Turelli et al., 1992).
Dans le cas ou les populations sont infectées de maniére hétérogeéne, on s'attend au contraire a
une augmentation de la différenciation génétique de 'ADN mitochondrial. La présence d'une
souche de Wolbachia résidente (associé a un mitotype donné) peut empécher par compétition
la propagation d'une souche étrangere (associé a un autre mitotype) dans la population et donc
limiter les flux de génes entre populations. Un tel phénomene a été décrit notamment dans le
cas de Wolbachia induisant (i) de I'incompatibilité cytoplasmique chez les dipteres Drosophila
simulans (James & Ballard, 2000) et Protocalliphora (Baudry et al., 2003) et (ii) la mort des

males chez le papillon Acraea encedon (Jiggins, 2003).

¢) Divergence génétique mitochondriale entre espéces

Suite a un événement d'hybridation, Wolbachia peut étre transférée horizontalement
d'une espece a une autre avec le cytoplasme qui lui est associé. Bien que se trouvant chez un
héte auquel elle est peu adaptée, Wolbachia peut envahir I'espece et entrainer avec elle par auto-
stop génétique le mitotype auquel elle était associée chez la premiére espéce. On observe alors
le méme mitotype chez les deux especes. Ce phénomene a été observé a plusieurs reprises, en
particulier chez des especes de drosophiles. Le premier cas publi¢ concerne l'introgression de
I'ADN mitochondrial associ¢ a la souche de Wolbachia wMa de D. simulans dans l'espéce
proche D. mauritiana (incompatibilité cytoplasmique ; Ballard, 2000b; Rousset & Solignac,
1995). La comparaison des relations phylogénétiques des mitotypes présents chez D.
mauritiana et D. simulans, avec les phylogénies basées sur I'ADN nucléaire, montre clairement
que le mitotype mal présent chez D. mauritiana et associé¢ a la souche de Wolbachia wMa,
provient de l'espece D. simulans. Le méme phénomeéne d'introgression a également été¢ observé
de Acraea encadana vers A. encedon (mort des males ; Jiggins, 2003), entre deux especes

sceurs de Iépidopteres (incompatibilité cytoplasmique chez les formes jaune et brune d'Eurema
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hecabe ; Narita et al., 2006) et entre trois espéces proches du sous-groupe D. melanogaster : D.
santomea, D. yakuba et D. teissieri qui possédent des séquences de Cytochrome Oxydase I tres
proches et la méme souche de Wolbachia (Lachaise et al., 2000). La conséquence principale
de ces événements d'introgression est une forte réduction de la divergence génétique de 'ADN
mitochondrial entre les especes concernées.

Wolbachia peut au contraire accélérer la vitesse de divergence de I'ADN mitochondrial.
Comme discuté plus haut, Wolbachia induit une réduction de la taille effective de population de
I'ADN mitochondrial du fait de balayages sélectifs récurrents, causés par la succession de
différentes souches de Wolbachia. 11 a été montré que plusieurs especes d'endosymbiotes
asexués ont connu des rythmes d'évolution moléculaire accélérés par rapport aux formes libres
apparentées (voir par exemple Abbot & Moran, 2002; Clark et al., 1999; Itoh et al., 2002;
Moran, 1996; Peek et al., 1998). A chaque invasion de la population par un nouveau variant de
Wolbachia apparu par mutation, le balayage sélectif induit va réduire la taille effective de
I"ADN mitochondrial de la lignée de femelles infectées a un individu. On peut alors s'attendre a
une accumulation de mutations faiblement déléteres sur I'ADN mitochondrial de I'espéce hote,
dans la lignée de femelles infectées par Wolbachia. En effet, si une mutation apparue sur
Wolbachia présente un avantage supérieur au colt des mutations faiblement délétéres portées
par I'ADN mitochondrial associé, elle augmente en fréquence dans la population. Elle entraine
avec elle par auto-stop génétique l'ensemble des autres mutations présentes dans le
cytoplasme. Récemment, Shoemaker et al (2004) ont comparé le polymorphisme
mitochondrial de deux espéces proches Drosophila recens qui est infectée par Wolbachia
(incompatibilité cytoplasmique) et D. subquinaria qui n'est pas infectée par Wolbachia. 1ls ont
montré une réduction du polymorphisme de I'ADN mitochondrial associé a une augmentation
du nombre de mutations faiblement déléteres de celui-ci chez 1'espéce infectée par Wolbachia, ce
qui suggere que Wolbachia accélere la vitesse d'évolution de I'ADN mitochondrial tout en

réduisant son polymorphisme.

2. Structuration génétique nucléaire
Peu d'études se sont intéressées aux effets que pouvait avoir Wolbachia sur la
structuration génétique nucléaire des populations de son hdte. Deux études récentes se sont
cependant intéressées de maniere théorique aux effets des bactéries induisant la mort des males
(dont Wolbachia) sur le polymorphisme de I'ADN nucléaire (Engelstadter & Hurst, 2007,
Telschow et al., 2006). Engelstadter & Hurst (2007) ont montré un effet sur le polymorphisme

intrapopulationnel d'autant plus important que la prévalence des parasites tueurs de males y est
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¢levée. En effet, la valeur sélective des femelles infectées est fortement réduite par la mort de
leurs fils et le fort taux de transmission du parasite a la descendance induit un déséquilibre de
liaison fort entre la bactérie et les mutations apparues chez les individus infectés. La
combinaison de ces deux effets a pour conséquence une forte réduction des flux de génes des
individus infectés (femelles) vers les individus non-infectés, méme en cas de transmission
imparfaite des bactéries tueuses de males. Dans une telle situation, les femelles infectées
contribuent peu ou pas du tout a la composition génétique de la population sur le long terme,
quelque soit leur nombre dans la population. Une mutation favorable apparue chez un individu
infecté n'a ainsi aucune chance de se répandre dans la population en cas de transmission
parfaite de la bactérie. La réduction de valeur sélective des femelles infectées signifie aussi
une réduction de la taille effective de la population et donc une réduction de la diversité
génique de la population. La propagation de mutations favorables apparues chez les individus
non-infectés est limitée par cette réduction de taille effective (stochasticité plus importante) et
celle des mutations délétéres au contraire facilitée.

Telschow et al. (2006) se sont intéressés, €¢galement par des simulations, a 1'impact des
bactéries tueuses de males sur les flux de geénes entre populations. Notamment, 1'infection par
des bactéries tueuses de males peut se traduire par un renforcement des flux de génes
efficaces entrant dans la population du fait de la réduction de la taille efficace de la population
infectée par rapport aux populations non infectées ou a des populations présentant des
prévalences d'infection plus faibles. Cela se traduit également par une réduction des flux de
genes sortant de la population infectée. L'infection par des bactéries tueuses de males peut donc
induire des flux de génes fortement asymétriques entre les populations, c'est-a-dire une
dynamique de type sources/puits génétiques. Les puits génétiques sont constitués par les
populations ou la sélection favorise des prévalences fortes de bactéries tueuses de males et les
sources génétiques par les populations ou la sélection empéche de fortes prévalences de ces

parasites.

3. Spéciation
Wolbachia a longtemps été suspectée de jouer un réle dans la différenciation génétique
des populations et la spéciation car elle est capable de modifier les capacités reproductives des
males et des femelles sans qu'il n'y ait eu une coévolution longue avec son hote (West ef al.,
1998). En particulier, Wolbachia est capable de limiter les flux de geénes entre des populations
infectées par des souches bactériennes différentes si celles-ci induisent une incompatibilité

cytoplasmique bidirectionnelle. Elle peut également favoriser la mise en place de mécanismes
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d'isolement prézygotiques en réduisant la valeur sélective des croisements entre populations
(Telschow et al., 2005; West et al., 1998). Plusieurs exemples suggérant ce role ont été décrits
chez Drosophila (Shoemaker et al., 1999), Tribolium (Wade & Stevens, 1985; Wade & Chang,
1995) et des guépes parasitoides (Breeuwer & Werren, 1990). Cependant, il est difficile de
savoir si un isolement reproducteur entre deux espéces proches est apparu avant ou apres
l'infection par des souches Wolbachia différentes. Le travail de Bordenstein et al. (2001)
semble montrer que Wolbachia peut induire un isolement reproducteur entre deux especes
avant l'apparition d'autres mécanismes d'isolement reproducteur (comme la stérilité¢ ou la non-
viabilité des hybrides). En effet les croisements interspécifiques entre les guépes parasitoides
Nasonia giraulti et N. longicornis indiquent que Wolbachia réduit fortement la viabilité¢ des
hybrides. Par contre, si on traite les individus aux antibiotiques pour €éliminer Wolbachia, on
obtient des hybrides viables des deux especes. Cependant, il est difficile d'affirmer que
Wolbachia est a l'origine de cet événement de spéciation (en particulier parce qu'elles vivent en
allopatrie) et la question du role de Wolbachia dans la spéciation des hotes est toujours

controversée (Charlat et al., 2003a; Rokas, 2000; Weeks et al., 2002).

C. Déterminisme du sexe chez A. vulgare : facteurs impliqués

et aspects évolutifs

1. Phénotypes sexuels
Chez A. vulgare, les males se reconnaissent aisément a la présence de deux stylets
copulateurs (endopodytes) au niveau du pléon (Figure 1-2). Les femelles possédent deux
ouvertures génitales situées en face ventrale au niveau du cinquiéme péréonite. Chaque ouverture
génitale est reliée a un ovaire. La fécondation étant interne, le male doit donc inséminer
successivement l'ovaire droit puis 'ovaire gauche (ou l'inverse) de la femelle pour féconder la
totalit¢ des ovocytes. D'autres caracteéres sexuels secondaires peuvent étre utilisés comme la
présence de brosses de poils sur les pattes des males. Il existe également des intersexués stériles
ou non. On distingue trois types d'intersexués :
+ intersexués femelles qui sont des femelles fonctionnelles avec des petits
endopodites males (Figure I-2)
* intersexués males qui sont stériles et possedent des gonopodes males incomplets

* males fonctionnels a ouvertures génitales femelles.

22



I. Synthése bibliographique

Figure I-2 Photos de la face ventrale du pléon de trois phénotypes sexuels d' Armadillidium vulgare. A
gauche, un mile (deux stylets copulateurs), au centre, une femelle (pas de stylets copulateurs) et a droite,
un intersexué femelle (stylets copulateurs trés courts, asymétriques et non-fonctionnels).
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Biologie générale d' Armadillidium vulgare

Armadillidium vulgare fait partie des isopodes
terrestres (sous-ordre Oniscidea) au sein de la sous-
classe des Malacostracés de la classe des Crustacés. Ils
sont communément appelés cloportes ou cochons de
Saint-Antoine. Les isopodes terrestres font partie des
crustacés les mieux adaptés a la vie terrestre. Parmi leurs
adaptations les plus importantes, nous pouvons citer
l'aplatissement  dorso- ventral du corps, une
évapotranspiration tégumentaire réduite, un systéme
respiratoire aérien (pseudo- trachées), le

: comportement d'agrégation qui limite les pertes en eau
et la forrnatlon d'un marsupium (poche ventrale formée par des expansions des endopodites)
chez les femelles qui proteégent les ceufs puis les juvéniles des prédateurs et de la dessiccation.
A. vulgare est probablement l'espece francaise la mieux adaptée au milieu aérien sec (Vandel,
1962).

A. vulgare vit dans de nombreux types d'habitats. Bien que son habitat de prédilection
soit constitué par les collines séches et calcaires de la région méditerranéenne, 4. vulgare
colonise aussi des milieux trés anthropisés tels que les jardins et les cultures, les hangars, les
maisons, les serres et les champignonnieres (Vandel, 1962) et méme les cimetiéres ou il
attaque les cadavres (Motter, 1898). Cependant, cette espece colonise avant tout des milieux
ouverts de type prairial et est absente des milieux forestiers (obs. pers.). En France, il ne
s'aventure pas au-dela de 1500m d'altitude (Vandel, 1962) mais il s'aventure plus haut dans les
régions plus chaudes, par exemple jusqu'a 2500m dans 1'Atlas marocain (Paulian de Félice,
1939) et 2000 m dans la Sierra Nevada (Vandel, 1953).

Du fait de ses caractéristiques €cologiques et de son comportement anthropophile, A.
vulgare est devenu une espéce invasive accomplie, capable de disperser sur de grandes
distances grace a I'homme (Garthwaite et al., 1995). Originaire du sud de 1'Europe (Vandel,
1962), A. vulgare a colonisé les habitats terrestres de la plupart des régions tempérées et
subtropicales de la planéte : 1'Europe et le pourtour méditerranéen (Garthwaite et al., 1995;
Sars, 1899; Vandel, 1962), I'Arabie (Taiti & Ferrara, 1991), la plus grande partie de
I'Amérique du Sud et du Nord (Garthwaite ef al., 1995; Mulaik, 1960; Van Name, 1936; Van
Name, 1942), I'Afrique du sud (Ferrara, 1979), 1'Australie (Green, 1961), la Nouvelle Zélande
(Chilton, 1901), le Japon et la Chine (Saito, 1986; Silvestri, 1927) ainsi que de nombreuses
iles de 1'Atlantique et du Pacifique (Ferrara, 1979; Garthwaite et al., 1995; Van Name, 1942;
Vandel, 1962).

2. Facteurs impliqués

Chromosomes sexuels: Chez 4. vulgare, les males sont homogamétiques ZZ et les

femelles hétérogamétiques ZW (Juchault & Legrand, 1972; Juchault & Legrand, 1989;
Legrand et al., 1987).

Wolbachia: 1La présence de bactéries intra-cytoplasmiques féminisantes a été mise en
évidence par Martin et al. (1973) mais elles n'ont ét¢ clairement identifiées comme Wolbachia

que bien plus tard (Bouchon et al., 1998; Rousset et al., 1992). Wolbachia induit un
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phénotype femelle chez les males génétiques. Une des conséquences est la production de
portée a sexe-ratio biaisée en faveur des femelles. Parfois, Wolbachia peut également induire
'apparition du phénotype intersexué¢ male ou femelle lors de croisements menés au laboratoire
(en présence du geéne masculinisant ou non, voir plus bas ; Rigaud & Juchault, 1993).

Elément £: il s'agit d'un facteur génétique qui inverse les males génétiques en femelles
fonctionnelles. L'é¢lément f semble étre un fragment du génome de Wolbachia inséré de
manicre instable dans le génome d'4. vulgare (Juchault & Mocquart, 1993; Legrand &
Juchault, 1984). Contrairement aux femelles infectées par Wolbachia, les femelles porteuses
de f sont sensibles a l'injection d'hormone androgéne qui entraine l'apparition de caracteres
sexuels males chez ces derni¢res (Juchault & Legrand, 1981b). Le taux de transmission de
I'élément £ est instable au cours des générations, mais il diminue aussi au fur et & mesure des
évenements de reproduction (allélogénie). Cependant, des croisements réalisés par Juchault &
Mocquard (1993) suggere que 1'élément f peut étre intégré de maniére stable sur le
chromosome Z pour donner un néo-chromosome W qui se comporte comme le chromosome
w.

Géne masculinisant M: Un géne autosomal dominant masculinisant appelé 'M' a été

mis en évidence chez A. vulgare par des croisements (Juchault & Legrand, 1976; Rigaud &
Juchault, 1993). Ce geéne induit le phénotype male d'individus WZ en inhibant le déterminant
du sexe femelle situ¢ sur le chromosome W. M est également capable de restaurer le
phénotype male en présence de f. Par contre M n'est pas capable d'inhiber I'effet féminisant de
Wolbachia. 1l semble toutefois capable de retarder 1égérement 1'expression de Wolbachia en
induisant la production de phénotypes intersexués. La plupart de ces intersexués sont des
femelles fonctionnelles (intersexués femelles, iF) qui peuvent transmettre le géne M a leur
descendance. Les individus masculinisés possédant f ou le chromosome W sont des males
fonctionnels qui peuvent présenter ou non des ouvertures génitales femelles (Jog).

Résistance a la transmission de Wolbachia: un systéme polygénique contrdlant la

transmission de Wolbachia a la descendance a ét¢ mis en évidence par des croisements
(Rigaud & Juchault, 1992). Ce systéme polygénique ne constitue pas a proprement parler un
facteur sexuel car il n'a pas d'impact direct sur le phénotype sexuel d'un individu. Il joue
cependant un rdle important dans I'évolution des facteurs sexuels d'une population puisqu'il
limite le taux de transmission de Wolbachia. 1l affecte donc la sexe-ratio de la descendance et

la vitesse de propagation de Wolbachia dans les populations naturelles.
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Virus masculinisant: Un virus semble capable de modifier les caractéres sexuels

secondaires d'4. vulgare. En effet, sa présence a été corrélée avec des phénomenes
d'intersexualité apparente chez Porcelio dilatatus et A. vulgare (Juchault et al., 1991). Ce
virus, nommé OMV (Oniscoid Masculinizing Virus) semble responsable de
pseudohermaphroditisme male externe, c'est-a-dire d'une différenciation de caracteres sexuels
externes males, parfois sous forme de mosaique. Cependant, les organes internes tels que les
gonades ne sont pas affectés. L'intersexualit¢ peut Etre transmise maternellement et
paternellement et la différenciation des caractéres males est inhibée lorsque la reproduction a
lieu a une température de 27°C. Ce virus est rare chez 4. vulgare et n'est donc cité ici qu'a

titre anecdotique.

3. Répartition dans les populations naturelles

La distribution et le polymorphisme des facteurs sexuels ont été étudiés au laboratoire
depuis de nombreuses années. Une quantité relativement importante de données est disponible
dans la littérature (Grandjean et al., 1993; Juchault et al., 1980; Juchault & Legrand, 1981a;
Juchault & Legrand, 1981b; Juchault et al., 1992; Juchault et al., 1993; Juchault ef al., 1994;
Rigaud et al., 1999). Les populations naturelles présentent une grande variabilité aussi bien
dans la répartition des facteurs sexuels que dans la sexe-ratio (Juchault et al., 1993; Rigaud et
al., 1999). La plupart des populations contient soit 1'é1ément f soit Wolbachia soit les deux
facteurs. Cependant, f est de loin le facteur le plus répandu puisqu'il est présent dans 93% des
populations analysées par Juchault e al. (1993). Les populations comprenant uniquement des
femelles génétiques sont rares (3% des populations). La plupart des populations comprennent des
femelles génétiques et des femelles porteuses de f. Plus rarement, on observe uniquement des
femelles porteuses de /' (17% des populations) ou des femelles porteuses de f avec des femelles
infectées par Wolbachia (17% des populations).

Les faibles prévalences de Wolbachia observées entrent en contradiction avec les
modeles théoriques les plus simples (Bull, 1983; Hatcher, 2000; Taylor, 1990). En effet, en
I'absence de genes de résistance a la transmission ou a la féminisation, Wolbachia devrait
atteindre une prévalence €gale a son taux de transmission. On devrait donc s'attendre a des
prévalences de 80-90% dans la nature, or ces prévalences ne sont jamais atteintes. Cependant,
Rigaud et al. (1992) ont montré que méme en l'absence de geénes de résistance, les facteurs
féminisants ne sont pas toujours capables d'envahir des populations de petite taille et ne
comprenant initialement que des males et des femelles génétiques. Dans la majorité des

populations artificielles qu'ils ont recréées au laboratoire, Wolbachia diminue rapidement en
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fréquence. f semble par contre posséder un pouvoir invasif supérieur a Wolbachia, malgré un
taux de transmission plus faible. La probabilit¢ de disparition a I'équilibre d'un facteur
féminisant dépend du nombre de femelles porteuses de ce facteur et du taux de transmission de
celui-ci. Hatcher et al. (1999) montrent que méme dans de grandes populations, les facteurs
féminisants peuvent disparaitre par stochasticit¢ (taux de transmission et probabilité¢ de
reproduction variables) si le nombre de méales dans la population est insuffisant pour féconder
toutes les femelles.

Il a également été proposé que la sélection sexuelle opérée par les males pouvait jouer
un role dans le maintien du polymorphisme d'infection (Hatcher, 2000; Randerson et al., 2000).
En effet, si les males sont capables de distinguer les femelles infectées des femelles non-
infectées, ils peuvent s'accoupler préférentiellement avec I'une ou l'autre des catégories et ainsi
permettre le maintien d'un polymorphisme dans la population. Des expériences de choix
multiples réalisées en conditions artificielles ont montré que les males s'accouplent
préférentiellement avec les femelles génétiques non-infectées par Wolbachia (Moreau et al.,
2001). IIs investissent également une quantit¢ plus importante de sperme lors des
accouplements avec les femelles génétiques. De nombreux accouplements des males sur un
laps de temps réduit se traduisent par une réduction de la fertilit¢ des femelles infectées, due a
une réduction de la quantité de spermatozoides inséminés lors de I'accouplement (Rigaud &
Moreau, 2004). Une telle réduction de fertilité n'a pas été observée chez les femelles non-
infectées. Dans une population dont la sexe-ratio est fortement biaisée en faveur des femelles,
les femelles infectées par Wolbachia seraient donc défavorisées. Il reste cependant a définir quel
est I'impact de cette préférence sexuelle dans les populations naturelles.

D'autres auteurs ont construit des modeles incorporant d'autres facteurs génétiques tels
que des geénes de résistance chez 1'hdte pour expliquer les prévalences observées de
Wolbachia. En effet, la présence de facteurs féminisants induit une sexe-ratio biaisée dans les
populations. On peut alors s'attendre a ce que des geénes de résistance a ces facteurs féminisants
soient favorisés par sélection fisherienne (Fisher, 1930). De tels génes de résistance ont été
mis en évidence chez A. vulgare (voir plus haut ; Rigaud & Juchault, 1992; Rigaud & Juchault,
1993). Cependant, l'effet de ces genes de résistance sur la fréquence du facteur féminisant
dépend de son mode d'action. Un geéne bloquant la transmission du facteur féminisant (ici 7'
limite la transmission verticale de Wolbachia) limite efficacement la prévalence de ce facteur.
Par contre, un géne qui restaure le phénotype male en présence d'un facteur féminisant sans

empécher sa transmission a la descendance (ici ‘M restaure la fonction male en présence de f)
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ne limite pas la fréquence de celui-ci dans la population (Caubet et al., 2000). Au contraire, le
geéne de résistance peut favoriser la propagation du facteur féminisant /' dans la population en
permettant une transmission paternelle de ce facteur (Juchault ez al., 1992).

La structuration des populations peut également jouer un role dans le maintien du
polymorphisme d'infection. Théoriquement, si les méales ne peuvent féconder qu'un nombre
limité de femelles, la valeur sélective des femelles dépend du nombre de males présents dans
la population. Si la population possede un nombre beaucoup plus élevé de femelles que de
males, ces derniers peuvent ne pas étre capables de féconder toutes les femelles. Dans une
telle situation, les populations infectées présentent un taux de croissance plus faible et un
risque d'extinction plus ¢élevé que les populations non-infectées. Des populations structurées
présentent donc une prévalence globale plus faible qu'une population non structurée. Une telle
dynamique n'a ét¢ démontrée que de maniere théorique (Hatcher et al., 1999; Hatcher, 2000;
Hatcher ef al., 2000) mais des phénomenes similaires ont été observés dans d'autres modeles
de conflits génomiques liés au déterminisme du sexe, tels que la gynodioécie (McCauley &
Taylor, 1997; McCauley et al., 2000; Pannell, 1997). Cependant, les femelles 4. vulgare
n'entrent pas toutes en reproduction en méme temps et semblent capables de ralentir le rythme
de développement des ovocytes en fonction de la disponibilité des males ("male-effect” ;
Lefebvre & Caubet, 1999; Lefebvre, 2002). De plus, les males présentent de grandes capacités
de reproduction (Moreau & Rigaud, 2003), méme si la fertilit¢ des femelles est affectée par
des accouplements trop fréquents des males (Rigaud & Moreau, 2004). Il n'est donc pas
¢vident qu'une forte infection par Wolbachia ait un impact trés négatif sur la dynamique des
populations de son hdte. Dans le cas de la gynodioécie, une autre étude théorique a montré
qu'une dynamique de type métapopulation, avec des flux de génes limités, peut au contraire
favoriser des fréquences plus ¢levées de femelles que dans le cas d'une population
panmictique (Couvet et al., 1998). Dans ce cas, le taux de croissance des sous-populations est
d'autant plus élevé que la fréquence des femelles y est élevée. Les populations présentant une
forte proportion de femelles contribueront davantage au pool de migrants que les populations
composées majoritairement d'hermaphodites et la sélection de groupe favorise donc les

femelles.
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Figure I-3 Modéle proposé par Juchault ez al. (1993) expliquant I'évolution des déterminants sexuels
femelles dans les populations d'A4. vulgare. ? indique une évolution hypothétique du déterminisme parasite
vers un déterminisme génétique chromosomique. Les histogrammes représentent la répartition des
différents types de descendances en fonction de la sexe-ratio. Blanc : femelles infectées par Wolbachia,
hachuré : descendances de femelles génétiques ZW, noir : femelles porteuses de f (d'aprés Juchault et al.,
1993)

L'analyse de la répartition des différents types de femelles et la prise en compte des
premiers modeles théoriques (Bull, 1983; Taylor, 1990) ont amené Juchault ef al. (1993) a
proposer un mode¢le d'évolution cyclique du déterminisme du sexe chez 4. vulgare (Figure
I-3). Initialement, une population est composée de femelles génétiques WZ. L'introduction de
Wolbachia induit la disparition des femelles génétiques WZ et d'une sexe-ratio biaisée. Il faut
cependant remarquer qu'aucune population ne comprenant que des femelles a Wolbachia n'a
encore ¢€té observée. 'L'information' féminisante contenue dans le génome de Wolbachia serait
ensuite intégrée de manicre instable dans celui de 1'hote sous la forme de 1'élément f
conduisant a la cohabitation de f et de Wolbachia dans la population. Rigaud & Juchault
(1992) proposent que la capacité d'4. vulgare a controler le taux de transmission de
Wolbachia pouvait défavoriser la propagation de Wolbachia dans la population. La

production rapide de 1'élément f et 1'action conjointe du gene masculinisant (qui permet une
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transmission paternelle de 1'é1ément f;Rigaud & Juchault, 1993) permettraient la propagation
de 1'élément f dans la population au dépens de Wolbachia malgré le plus fort taux de
transmission de Wolbachia (Grandjean et al., 1993). Le suivi de la population de Niort, dans
I'ouest de la France, a montré que I'élément f a augmenté régulierement en fréquence sur une
période de 23 ans, remplagant progressivement Wolbachia (Juchault et al., 1992).

Le passage d'une population comprenant uniquement des femelles porteuses de fa une
population mixte comprenant également des femelles génétiques est possible par l'intégration
stable de f dans le génome de 1'h6te qui donne alors naissance a un néo-chromosome sexuel
W* (Juchault & Mocquart, 1993). Les deux types de femelles peuvent se maintenir dans la
méme population si la fréquence d'apparition de W* est suffisamment élevée. D'apres ce
modele la structuration des populations naturelles n'est donc que transitoire et évolue de

maniere cyclique au cours du temps.

4. Histoire évolutive de Wolbachia chez A. vulgare

Le séquencage du gene wsp a récemment permis de mettre en évidence l'existence de
deux souches de Wolbachia, nommées wVulC et wVulM, chez A. vulgare (Cordaux et al.,
2004). wVulC est plus largement répandue que wVulM puisque sur 20 populations
¢chantillonnées par Cordaux et al. (2004), douze sont infectées par wVulC et quatre par
wVulM. A notre connaissance, aucun cas d'infection multiple n'a été reporté dans la
littérature.

La forte divergence observée entre les deux souches sur le gene wsp (5,3%) ne montre
aucune congruence avec la phylogénie des mitotypes auxquels elles sont associées et chaque
type bactérien a été observé avec plusieurs lignées mitochondriales. wVulC a été trouvée
associée aux quatre lignées mitochondriales connues chez 4. vulgare (Avl a AvlV), alors que
wVulM n'a été trouvée associée qu'a deux des lignées mitochondriales (AvI et AvIII). Un tel
patron est incompatible avec une stricte coévolution hote-parasite et suggere que les deux
types bactériens ont été acquis indépendamment par des transferts horizontaux. Rigaud et
Juchault (1995) ont montré que de tels transferts peuvent avoir lieu par simple contact de
I'hémolymphe entre deux individus blessés. De plus des transferts horizontaux par la voie du
parasitisme (acariens phorétiques, mouches parasitoides de la famille Rhinophoridae)
semblent également possibles chez les isopodes (Cordaux et al., 2001).

Des inoculations artificielles de Wolbachia ont montré que wVulC (Rigaud et al.,
2001) et wVulM (Cordaux et al., 2004) sont des bactéries féminisantes et possédent toutes

deux une forte pénétrance (c'est-a-dire une forte capacité a féminiser leur hote). Cependant,
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wVulC présente un taux de transmission a la descendance plus élevé que wVulM
(respectivement 82% et 73%) suggérant une plus faible compétitivité de wVulM (Cordaux et
al., 2004). wVulC semble présenter une large capacité¢ d'adaptation a de nouveaux hdtes
(Rigaud & Juchault, 1995) et un plus fort taux de transmission. Cordaux et al. (2004) ont
donc proposé que wVulC soit un envahisseur dans les populations d'4. vulgare au détriment

de wVulM qui serait une souche résidente.

D. Geénétique des populations de I'néte  A. vulgare

La structuration génétique des populations d'4. vulgare a été relativement peu étudiée.
En effet, jusqu'a présent seuls le polymorphisme enzymatique et le polymorphisme de I'ADN

mitochondrial ont été analysés a des échelles géographiques diverses.

1. ADN nucléaire

La principale étude du polymorphisme enzymatique a ét¢ menée par Garthwaite et al.
(1995). Ils ont échantillonné un grand nombre de populations a travers I'Europe et I'Amérique
du nord. La plupart du polymorphisme enzymatique était intra-population. Ils ont montré
l'existence d'une structuration géographique plus forte en Europe qu'en Amérique du Nord. IIs
ont également mis en évidence la perte de diversité génétique consécutive au processus
d'invasion récent du continent nord-américain (d'est en ouest). Plusieurs corrélations existent
entre la latitude et la fréquence de certains alle¢les enzymatiques. Elles peuvent étre expliquées
aussi bien par l'historique de l'invasion du continent nord-américain (facilitée par I'homme)
que par des phénomeénes de sélection liés aux conditions climatiques et environnementales.
Cependant a cause de l'échelle géographique utilisée, cette étude n'apporte pas vraiment
d'informations sur les capacités de dispersion d'4. vulgare, ni sur le type de structuration
génétique (isolement par la distance, mode¢le en ile, etc.). Une autre étude s'est intéressée au
polymorphisme de cinq populations européennes et nord africaines et indique des résultats
comparables (Raimond, 1988). Deux autres études (Beck & Price, 1981; Beck & Price, 1985)
ont montré une structuration génétique significative a une échelle géographique réduite.
Cependant, les auteurs ne mentionnent pas clairement I'échelle géographique de leur
échantillonnage et elles n'ont donc qu'un intérét limité. De plus, Garthwaite et al. (1995) ont
suggéré que l'échantillonnage de Beck & Price (1981) contenait un mélange d'4. vulgare et

d'4. nasatum.
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2. ADN mitochondrial

Les études sur le polymorphisme mitochondrial s'intéressent d'avantage aux effets des
facteurs féminisants f et Wolbachia sur le polymorphisme mitochondrial (Cordaux et al.,
2004; Grandjean et al., 1993; Rigaud et al., 1999; Souty-Grosset et al., 1992). Ces études
indiquent que les populations ne comprennent généralement qu'un nombre restreint de
mitotypes. Cependant, le polymorphisme au sein des populations est plus important que celui
habituellement observé chez d'autres especes infectées par Wolbachia. Rigaud et al. (1999)
expliquent l'existence de ce polymorphisme par une propagation incompléte de Wolbachia et
une transmission partiellement paternelle de /. Un fort déséquilibre d'association est observé
entre l'infection par Wolbachia et ' ADN mitochondrial a une échelle géographique régionale
(Rigaud et al., 1999). Cependant, ce déséquilibre d'association disparait si l'on poole des
populations géographiquement trés ¢éloignées ensemble (Cordaux et al, 2004). Par contre
I'élément f ne présente pas de déséquilibre d'association particulier avec ' ADN mitochondrial
puisqu'il a été trouvé en association avec de nombreux mitotypes différents, y compris ceux
associés a Wolbachia (Grandjean et al., 1993).

La divergence entre mitotypes est variable d'une population a l'autre et il n'existe pas
de corrélation entre la divergence génétique des mitotypes et la distance géographique les
séparant. La structuration génétique des populations ne suit pas un modele d'isolement par la
distance. De plus un méme mitotype peut étre observé dans des populations trés distantes
géographiquement, suggérant de grandes capacités de dispersion d'A. vulgare. Un tel patron
de structuration est compatible avec l'idée que le transport accidentel par I'homme (par
exemple dans du terreau, des pots de fleurs, etc.) permet une dispersion de cette espéce sur de
grandes distances. Cependant, d'autres hypothéses pouvant expliquer le patron de
structuration génétique observé, n'ont pas pu étre exclues, notamment de faibles capacités de
dispersion des femelles ou des événements de goulots d'étranglement démographiques. Des
¢tudes comportementales en conditions artificielles ont montré au laboratoire que les males
sont plus actifs et explorent davantage leur environnement que les femelles et on s'attend donc
a ce qu'ils dispersent plus que les femelles (Caubet, données non publiées). Les femelles
infectées (males génétiques féminisés par Wolbachia) ont un comportement intermédiaire
entre les males et les femelles génétiques. Cependant, une étude réalisée en condition semi-
naturelle n'a pas permis de montrer de différences significatives dans le comportement de
dispersion entre les males, les femelles non-infectées et les femelles infectées par 1'une ou

l'autre des souches connues de Wolbachia (Verne et al. données non publiées).
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ll. Considérations statistiques préliminaires

A. Tests de biais de sexe-ratio

Afin de tester les proportions de males observées dans les échantillons récoltés et la
proportion attendue avec une proportion des males équilibrée (autant de males que de
femelles), des tests G d'ajustement multiples ont été appliqués (Sokal & F.J., 1995). 1l s'agit
d'un test équivalent au test y?, mais qui qui est plus simple a calculer et d'étre plus précis que
ce dernier (additivité partielle des valeurs ¥?). La statistique G est calculée ainsi :

G= 2Za: f ln(4]

f;

Cette valeur est comparée a une table de y* avec (¢ — 1 — nb parameétres estimés)

degrés de liberté. Les tests ont été calculés de fagon a tester successivement 3 hypotheses :

- les échantillons présentent-ils des fréquences homogenes entre eux ?
ab a b b b a a

G, =Y fin(f)- Z[Zf}n[z/’) - Z[Zf}n[z/’) +nIn(n)
a =nombre de catégories ; b = nombre d'échantillons ; n = effectif total
La valeur Gy est comparée a la distribution de y* avec (a — 1)(b — 1) degrés de
liberté.

- les échantillons, pris comme un tout, présentent-ils une différence par rapport a la
distribution attendue ?
G, = 2Za: f ln(éj

f;

Cette valeur est comparée a une table de y* avec (¢ — 1 — nb parameétres estimés)
degrés de liberté

- l'ensemble du jeu de données s'écarte-t-il de la distribution attendue ? (effets
conjoints des deux hypothéses précédentes).
Gr=Gp + Gy
Cette valeur est comparée a une table de y? avec b(a — 1) degrés de liberté.

Enfin, un test simple est effectu¢ sur chaque échantillon individuellement pour

identifier les éventuels échantillons qui s'écartent de la distribution attendue.
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B. Variabilité génétique intra-population

Il existe un grand nombre de méthodes pour mesurer la diversité génétique a
I’intérieur d’une population. Je m’attacherai a présenter tout d’abord les estimateurs utilisés

sur les loci microsatellites, puis ceux utilisés sur les s€quences mitochondriales.
1. Polymorphisme des loci microsatellites

a) Diversité allélique

La diversité allélique correspond au nombre moyen d’all¢les par locus. Cependant, cet
estimateur est étroitement li¢ a la taille de 1’échantillon, car plus le nombre d’individus
génotypés est grand, plus le nombre d’alleles observés sera grand. La comparaison directe de
la diversité allélique entre des échantillons de tailles différentes est donc difficile. L utilisation
de méthodes de raréfaction permet de résoudre ce probléme. Le principe est d'estimer la
diversité génétique attendue dans chaque échantillon, s'ils avaient une taille de g génes, avec g
plus petit ou égal a la taille du plus petit échantillon. La diversité allélique corrigée par

raréfaction, a été estimée a l'aide du logiciel HP-Rare (Kalinowski, 2004; Kalinowski, 2005).
b) Hétérozygotie H
L’ hétérozygotie peut étre définie de deux facons différentes :

* P’hétérozygotie observée Hy correspond a la fréquence des individus hétérozygotes

observée dans I’échantillon.

* I’hétérozygotie attendue Hy sous I’hypothése de Hardy-Weinberg. Elle peut étre calculée

de la facon suivante :
Hp=1- Z p’
i=1

ol p; est la fréquence du ™ alléle au locus considéré.
Dans le cas d’échantillons de petite taille, Nei (1978) a proposé un estimateur non-

biaisé de I’hétérozygotie attendue H, 5 calculé de la fagon suivante :

2N <
H A= 1- 2
= ;p»

ou N correspond au nombre d’individu de I’échantillon.

34



1l. Considérations statistiques préliminaires

2. Polymorphisme de séquence

a) Diversité génique :
La diversité génique, aussi appelée diversité haplotypique ou diversité allélique, est
I’équivalent de 1’hétérozygotie attendue pour des données diploides. C’est la probabilité que

deux haplotypes tirés au hasard dans un échantillon soient différents (Nei, 1987).

A="-01-Ypp

n—1 pury
n : nombre de séquences de 1’échantillon
k : nombre d’haplotypes différents
p;i : fréquence de I’haplotype i dans 1’échantillon

Cet estimateur est équivalent a I’hétérozygotie attendue calculée sur les loci microsatellites.

b) Estimateur de Tajima :
C’est le nombre moyen de différences par paire de séquences (Tajima, 1983; Tajima, 1993):

k A
= Z Zp,-pjd,-j

i=l j<i

~

d; une estimation du nombre de mutations apparues depuis la divergence des haplotypes i et

k le nombre d’haplotypes, p; la fréquence de I’haplotype j

¢) Diversité nucléotidique :
Cet estimateur est 1’équivalent de I’estimateur de Tajima au niveau nucléotidique. C’est la
probabilité que deux nucléotides homologues choisis au hasard soient différents (Nei, 1987;
Tajima, 1983).
k

ZZEP%

A =1 j<i
T =—
L

d; une estimation du nombre de mutations apparues depuis la divergence des haplotypes i et

k le nombre d’haplotypes, p; la fréquence de I’haplotype j

L : nombre de loci, c. a d. longueur des séquences analysées

d) Estimateurs de 0 :
Il existe plusieurs fagons d’estimer la valeur du paramétre § = 2Mu, avec M égal a la
taille efficace N, pour les populations haploides et a 2N, pour les populations diploides ; u est
le taux de mutation par génération et par site nucléotidique. Ces différents estimateurs tendent

tous vers la méme valeur a 1’équilibre sous un modele neutre a sites infinis, mais divergeront
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si les conditions de neutralité ne sont pas respectées. Leur comparaison permettra de tester la
neutralit¢ d’un jeu de données. Etablir une liste exhaustive de tous les estimateurs de 6

n’aurait pas de sens, aussi je ne vais présenter que les estimateurs utilisés au cours de la thése.

L’estimateur de Waterson 9,, est estimé a partir de la relation qui existe a 1’équilibre entre

et ’espérance du nombre moyen de différences par paire 72, dans le modéle a sites infinis
(Tajima, 1983) :
6=E(N)

L’estimateur de Tajima g est bas¢ sur une autre relation a 1’équilibre du modele a sites

infinis. A I’équilibre, 6 est 1i¢ au nombre de sites ségrégeants S et a la taille de 1’échantillon n

par la relation suivante (Tajima, 1989) :

L’estimateur de Ewens ék est estimé a partir de la relation qui existe entre le nombre

d’haplotypes attendu & selon 6 et la taille de I’échantillon #» (Ewens, 1972) :
n-l 1
E(ky=0) —
) ; g+1

3. Tests de recombinaison
Une recombinaison est un échange de matériel génétique entre deux séquences
nucléotidiques. Un grand nombre de méthodes statistiques permet aujourd'hui de détecter des
évenements de recombinaisons entre séquences nucléotidiques (Posada & Crandall, 2001;
Posada, 2002). Ces méthodes peuvent étre classées en 4 grandes catégories :

- les méthodes de distance étudient les inversions de distances génétiques
entre séquences. Elles utilisent en général une fenétre coulissante et des
estimateurs statistiques de distances génétiques entre séquences (Weiller,
1998).

- les méthodes phylogénétiques sont basées sur les incongruences entre les
phylogénies de différentes régions du génome. Si des phylogénies basées sur
des régions adjacentes du génome donnent des arbres de topologie différente,
on peut suspecter des événements de recombinaison. Ce sont les méthodes les
plus fréquemment utilisées dans la littérature (Grassly & Holmes, 1997; Hein,
1990; Hein, 1993; Holmes ef al., 1999; Lole et al., 1999; Martin & Rybicki,

2000).
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- les méthodes de compatibilité analysent site par site la répartition des
incongruences phylogénétiques le long des séquences. Ces méthodes ne
requierent pas de connaitre la phylogénie des séquences (Jakobsen & Easteal,
1996; Jakobsen et al., 1997).

- les méthodes de distribution des substitutions examinent le regroupement
des substitutions nucléotidiques selon une distribution statistique attendue
(DuBose et al., 1988; Maynard Smith, 1992; Maynard Smith & Smith, 1998;
Sawyer, 1989; Sneath, 1995; Stephens, 1985; Takahata, 1994; Worobey,
2001).

Les puissances de détection des différentes méthodes dépendent du polymorphisme du
jeu de données analysé (diversité génétique, nombre de recombinaisons, divergence des
séquences, etc.) et aucune n'est vraiment plus performante que les autres. Il est donc
préférable d'utiliser simultanément plusieurs méthodes pour augmenter la puissance de
détection, tout en limitant le nombre de faux positifs (Posada & Crandall, 2001; Posada,
2002). J'ai utilisé simultanément cinq méthodes distinctes pour analyser les événements de

recombinaison chez Wolbachia pipientis.

a) RDP (2000)

Il s'agit d'une méthode phylogénétique. Dans un premier temps, tous les sites non
informatifs d'un point de vue phylogénétique sont exclus. Dans tout groupe de trois
séquences, deux séquences A et B sont plus ressemblantes que la troisieme séquence C. Une
séquence de référence va donc étre choisie en fonction des positions relatives des trois
séquences a analyser sur un dendrogramme UPGMA. Une fenétre coulissante compare
ensuite le pourcentage d'identités entre chaque paire de séquences. Sont identifiées comme
recombinantes les régions qui présentent plus de ressemblance entre les séquences A et C ou
B et C qu'entre les séquences A et B. Enfin, la probabilité que la région identifiée comme
recombinante soit apparue par hasard est estimée a I'aide d'une loi binominale.

Pour identifier les séquences parentes et filles, un arbre est construit a partir de
l'alignement complet par la méthode Neighbor-joining. Les séquences ancestrales a chaque
nceud sont ensuite calculées par parcimonie. On calcule le nombre le plus grand de
substitutions entre les nceuds internes de l'arbre, de l'ancétre commun le plus récent d'un
triplet de séquences a l'extrémité des branches de ce triplet. La branche qui présente le plus
grand nombre de substitutions dans la région recombinée par rapport aux autres branches est

considérée comme celle ou a eu lieu la recombinaison et permet d'identifier la séquence fille.
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b) Bootscanning (Salminen ez al., 1995)

C'est une méthode phylogénétique également base sur le principe d'une fenétre
coulissante qui se déplace le long de l'alignement. La méthode implantée dans RDP est
légerement différente de la méthode originale dans le sens ou elle ne nécessite pas d'identifier
des séquences de référence et les analyses sont effectuées pour chaque triplet de séquences. A
chaque position prise par la fenétre coulissante, les distances génétiques entre séquences sont
calculées. Chaque position de la fenétre est ensuite répliquée par bootstrap. L'analyse des
regroupements de séquences observés aux différentes positions de la fenétre permet
d'identifier les séquences recombinantes. Pour une séquence donnée, si toutes les positions de
la fenétre sont associées avec la méme séquence de référence (avec plus de 70% de support
des valeurs bootstrap), alors elle n'est pas recombinante, mais si les différentes positions sont
successivement associées a deux séquences de référence différentes, alors elle a une origine
recombinante. Finalement, la probabilité que les régions identifiées comme recombinantes
soient apparues par hasard est estimée a l'aide d'une loi binominale ou d'une loi ¥* Les

séquences meres et filles sont identifiées comme dans la méthode RDP.

¢) Chimaera (Maynard Smith, 1992; Posada & Crandall, 2001)

Chimaera (Posada & Crandall, 2001) est une modification de la méthode maximum y?
développée par Maynard Smith (1992). 11 s'agit d'une méthode qui analyse la distribution des
substitutions entre trois séquences. Les principales différences concernent la maniére dont
sont choisis les sites polymorphes et le fait que Chimaera ne permet d'analyser que trois
séquences a la fois. Chaque séquence d'un triplet est examinée pour savoir si elle peut étre
issue de la recombinaison des deux autres.

Apres ¢limination des sites non informatifs (monomorphes ou différents pour les trois
séquences), les données de séquence sont compressées sous forme d'une série de 1 et de 0.
Les 1 représentent une identité entre la premicre et la deuxieme séquence et les 0 les identités
entre la premiére et la troisiéme séquence. Une fenétre coulissante, partitionnée en deux
parties égales va ensuite analyser position par position, la répartition des 0 et des 1 le long de
la série. A chaque pas de déplacement, une valeur y> de 2x2 est calculée comme la
différence de proportion de 1 et de 0 dans chaque moitié de la fenétre coulissante. Lorsque
l'on représente 1'évolution des valeurs ¥? le long de la série, un pic de ces valeurs indique un
point de recombinaison. La significativité des valeurs y> est ensuite testée par un test sur

permutations.
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Pour identifier les régions recombinantes, une fenétre est centrée sur une valeur pic de
x> La taille de la fenétre est progressivement augmentée jusqu'a ce que la valeur y*> diminue
(ce qui signifie que la fenétre a atteint une taille supérieure a celle de la région recombinée, la
valeur maximum de y? est atteinte lorsque la moiti¢ de la fenétre correspond a la région
recombinée). Les valeurs y> situées a chaque extrémité de cette fenétre et calculées
précédemment avec la fenétre coulissante sont ensuite comparées pour déterminer de quel

coté se trouve la région recombinée (coté ou se trouve la valeur y? la plus forte).

d) SiScan (Gibbs et al., 2000).

La méthode "Sister scanning" compare quatre séquences : trois séquences réelles et
une quatriéme qui peut étre soit une séquence réelle (séquence externe la plus proche des trois
autres sur l'arbre phylogénétique) soit une séquence simulée par une répartition au hasard des
positions nucléotidiques d'une des trois autres séquences ("horizontal randomization"). Une
fenétre coulissante de taille fixe se déplace le long de l'alignement avec un pas de x
nucléotides. Si la quatriéme séquence est simulée, une nouvelle séquence est simulée a chaque
position. Chaque colonne (site nucléotidique) de la fenétre est classée parmi 15 catégories
selon les ressemblances des 4 séquences puis les nucléotides de chaque colonne sont répartis
aléatoirement dans la colonne ("vertical randomization") pour produire un nombre défini
d'alignements aléatoires. Pour chaque alignement simulé, on calcule ensuite le nombre de
colonnes dans chacune des 15 catégories. Finalement, un test Z est effectué¢ a chaque position
de la fenétre coulissante pour déterminer si le nombre de colonnes placées dans chaque
catégorie est significativement différent de ceux obtenus aléatoirement par les "vertical

randomization".

e) DNAsp (Hudson & Kaplan, 1985; Rozas & Rozas, 1999)

La méthode implanté dans DNAsp v.3 (Rozas & Rozas, 1999) permet d'estimer le
nombre minimum de recombinaisons nécessaires pour expliquer le jeu de données observées.
Le test utilis¢é dans DNAsp est basé sur le modele d'évolution neutre a sites infinis avec
recombinaison. Sous ce modele, les substitutions ont une fréquence infinitésimale. On s'attend
donc a ce qu'll y ait au mieux une mutation sur chaque site nucléotidique. Si 1'on considére 2
sites nucléotidiques, on peut donc observer au maximum quatre gametes différents. Un test
des "quatre gameétes" est utilisé pour détecter les points de cassure des recombinaisons. Dans
le modele a sites infinis, le taux de mutation par site est infinitésimal. Par conséquent, pour un
site donné, on s'attend au maximum a une mutation (c. a d. pas de mutation réverse ou de

mutation récurrente). La seule possibilité¢ d'obtenir les quatre types de gametes est donc la
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recombinaison. En comparant un a un tous les sites du jeu de séquence a analyser, cette
méthode permet de localiser les sites et le nombre des recombinaisons. Par contre, elle ne

permet pas d'identifier les séquences parentes et filles.

4. Déséquilibre de liaison

Le déséquilibre de liaison, aussi appelé déséquilibre d'association définit 1'association
non aléatoire d'all¢les situés sur des loci différents. Les tests déséquilibres de liaison entre loci
microsatellites ont été testés par test exact de Fisher a l'aide du logiciel Genepop3.4
(Raymond & Rousset, 1995). L'hypothése Hy testée est ici est : les génotypes situés sur un
locus sont indépendants des génotypes situés sur un deuxiéme locus. A partir des fréquences
génotypiques observées, Genepop construit toutes les tables de contingence possibles pour
chaque paire de loci. La probabilité du test est définie comme la somme des probabilités de
toutes les tables (qui ont les mémes valeurs marginales que la table observée), qui présentent
une différence entre les échantillons aussi grande ou plus grande que celle de la table
observée. Le nombre de tables de contingence possibles étant trés €levé, une chaine de
Markov est utilisée afin d'explorer efficacement 1'espace de toutes les tables de contingence
possibles qui ont les mémes valeurs marginales que la table observée.

Pour les loci haploides (statut d'infection par Wolbachia/ ADN mitochondrial), j'ai
utilisé le logiciel Arlequin v. 3.01 (Excoffier ef al., 2005) qui utilise de la méme fagon un test
exact de Fisher. Cependant, ici, comme la phase gamétique est connue, le test est appliqué sur

les fréquences alléliques.

C. Test de détection de goulots  d'étranglement
démographiques

Un goulot d'étranglement démographique, c'est-a-dire une forte réduction de la taille
effective d'une population, va affecter le polymorphisme génétique en réduisant le nombre
d'alleles et la diversité génique. Cependant la réduction du nombre d'alleles est plus rapide
que celle de la diversité génique. En particulier le nombre d'alléles rares sera fortement réduit
par un goulot d'étranglement. La conséquence sera un déficit d'alleles rares. Comme ces
derniers contribuent peu a la diversité génique d'une population, il en résulte une diversité
génique plus élevée que celle attendue pour le méme nombre d'all¢les et dans une population
a l'équilibre mutation-dérive. Cette évolution de la diversité génique aprés un goulot
d'étranglement n'a été démontrée que pour le modele IAM (Infinite Allele Model ; Kimura &

Crow, 1964; Maruyama & Fuerst, 1985). Si les loci évoluent selon un modele SMM
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(Stepwise Mutation Model ; Ota & Kimura, 1973), ils peuvent ne pas présenter d'exces de
diversité génique sous certaines conditions, ce qui peut fortement réduire la puissance des
tests (Cornuet & Luikart, 1996).

Afin de tester I'hypothése d'un goulot d'étranglement, j'ai utilisé le logiciel Bottleneck
(Cornuet & Luikart, 1996; Piry ef al., 1999). Dans un premier temps, le logiciel simule le
processus de coalescence sous 'hypothése d'équilibre dérive-mutation et selon un modéle de
mutation défini, pour estimer la diversit¢ génique attendue d'aprés le nombre d'alleles
observés et la taille de 1'échantillon. Trois modéles de mutation ont été testés: IJAM, SMM et
TPM (Two Phased Model ; Di rienzo et al., 1994; Valdes et al., 1993) avec les paramétres
suivants : 95% de mutations "simple pas" et 5% de mutations "pas multiples" ; variance = 12
comme conseillé par (Piry et al., 1999). 10000 itérations ont été¢ réalisées. Deux tests
statistiques sont appliqués pour comparer les diversités géniques observée et attendue de
chaque locus : le test des signes et le test de Wilcoxon pour échantillons appariés bien que le
premier manque de puissance statistique. Le second test est par contre trés puissant, méme

lorsque le nombre d'individus et de loci analysés sont relativement faibles (Piry et al., 1999).

D. Tests de neutralité

Le patron de polymorphisme d’une population peut étre affecté par plusieurs facteurs,
tels que sélection, dérive génétique et mutation. Il existe un nombre de plus en plus important
de tests statistiques permettant de savoir si le polymorphisme moléculaire observé (séquences,
RFLP) est compatible avec un modéle d’évolution neutre. L hypothése Hy de ces tests est que
toutes les mutations de la région considérée du génome sont neutres. On peut distinguer les
tests mutationnels qui ne prennent en compte que les fréquences des mutations, des tests
haplotypiques qui vont considérer a la fois les fréquences des mutations et leur structuration
en haplotypes. Les tests mutationnels sont basés sur la comparaison d’estimateurs différents
de 6 qui tendent vers la méme valeur sous un modele d’évolution neutraliste, mais divergent
si une des hypotheses du modele est violée (sélection, goulot d’étranglement et/ou expansion
démographique...). Les tests étant basés sur des estimateurs différents, ils ne présentent pas la
méme puissance de détection selon I’hypothése testée. Par exemple, le test de Fu est de loin le
test le plus performant pour détecter un auto-stop génétique sans recombinaison ou une
expansion démographique, mais est moins performant que le test de Fu & Li pour détecter
une sélection purifiante (Fu, 1997). Par conséquent, il peut étre judicieux de comparer les

résultats de différents tests pour déterminer le type de déviation par rapport au modele de

41



1l. Considérations statistiques préliminaires

neutralité. J’ai donc utilisé trois tests de neutralité différents : le test de Tajima (Tajima,

1989), le test de Fu & Li (Fu & Li, 1993) et le test de Fu (Fu, 1997).

1. Test de Tajima
Ce test est basé sur la comparaison de 1’estimateur de Tajima s basé sur le nombre de

sites ségrégeants S et la diversité nucléotidique 77 dans un échantillon aléatoire de » séquences

d’une méme population. Sous un modele neutraliste, 77 et 95 convergent vers & = 4Nu . S ne

prend pas en compte la fréquence des mutations observées dans I’échantillon, mais est
fortement affecté par 1’accumulation de singletons (habituellement des mutations délétéres)
dans I’échantillon. Par contre une accumulation de singletons influence peu x,, qui prend en
compte la fréquence des mutations. Par conséquent, si I’échantillon subit des effets sélectifs,
7T et @, ne donnent pas la méme estimation de 6. Tajima (1989) a donc proposé d’utiliser la
différence entre ces deux estimateurs pour tester 1’existence d’un écart au modele d’évolution
neutre. La statistique utilisée est :
n, -0

JVar(mm—6;,)

Dans le cas d’une sélection directionnelle et purificatrice, un haplotype augmente

fortement en fréquence et remplace les autres. Il y a parallelement une accumulation de
mutations neutres ou faiblement délétéres. On a donc de nombreux haplotypes rares avec une

majorité de singletons. 77, est donc plus faible que &, et D est donc négatif. Dans le cas d’une

sélection balancée (sélection directionnelle non encore a 1’équilibre ou sélection fréquence-
dépendante), la majorité des haplotypes ont une fréquence intermédiaire et 77, est donc plus
élevé que ce qui est attendu sous un modele d’évolution neutre. Par contre &, n'est pas ou peu
affecté. On a donc une valeur positive de D. Lors d’une expansion de population, on observe
une accumulation de nouvelles mutations qui entrainent une augmentation du nombre de sites
polymorphes et du nombre d’haplotypes rares. & augmente donc fortement, tandis que 77,
est peu affecté. On observe donc une valeur négative de D. Dans le cas d’une contraction de
population, on a au contraire une réduction du nombre de sites polymorphes et donc une
valeur positive de D. Au cours d’un événement de bottleneck (contraction puis expansion de
population), on observe initialement des valeurs positives puis négatives de D au cours des

générations.
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2. Test de Fu & Li
Fu & Li (1993) ont utilisé une approche similaire, mais comparent des estimateurs
différents. Ils distinguent les branches internes et externes des généalogies. Les branches
externes sont les branches qui ne se ramifient plus, c'est-a-dire les branches terminales de la
généalogie. Les branches internes sont celles qui se ramifient (Figure II-1). Ils font la
distinction entre les mutations anciennes apparues sur les branches internes (nombre 7;) et les
mutations plus récentes (nombre 7.) apparues sur les branches externes de la généalogie.

S =n,+n,.n, correspond donc au nombre de singletons dans 1’échantillon. IIs ont démontré

que I’espérance de 5. est égalea 6 : E(17,) =6

Figure II-1 Un exemple de généalogie avec 5 geénes, présentant les branches internes (traits continus) et externes
(pointillés).

L’estimateur 7, est trés sensible a I’accumulation de mutations externes (donc récentes
et de faible fréquence) contrairement a la diversité nucléotidique 77, qui est plus sensible aux

mutations internes (anciennes et plus fréquentes dans la population). Fu & Li (1993) ont donc

proposé de comparer 7. et 77, de la fagon suivante :

L/
VVar(r, —1],)
L’interprétation est similaire a celle du test de Tajima. Suite & une expansion
démographique, un événement de sélection positive ou en présence de sélection purifiante, on
observera un exces de mutations récentes (y.) et F' est négatif. En présence d’un goulot

d’étranglement ou de sélection fréquence dépendante, la majorité des mutations sont

anciennes (77, ) et on observe un déficit de mutations récentes (7). F est alors positif. Ce test

est plus puissant que le test de Tajima et le test de Fu dans le cas de la sélection purifiante
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mais est moins puissant que ces derniers dans le cas d’une expansion démographique ou d’un

auto-stop génétique.

3. Test de Fu
Le test de Fu est un test haplotypique basé sur la relation entre le paramétre 6 (ici
estimé a partir de x) et le nombre d’haplotypes attendus sous I’hypothése de neutralité. Cette
relation est donnée par la formule d’Ewens (Ewens, 1972). Fu a défini la probabilité

d’observer un nombre d’haplotype inférieur ou égal au nombre d’haplotypes observés

connaissant le nombre moyen de différences nucléotidiques par paire de séquences 8, :

S,|0%
S'=pk, <kl@=86,)= |
‘ ;«‘35 6,
avec S, =6, (6, -1)(8,-2)---(6,—n+1)

et Sk est le coefficient de 9,'; dans S, (Ewens, 1972; Karlin & McGregor, 1972)

F =1n[ S j
1-S'

Un excés d’haplotypes rares (donc de mutations récentes, par exemple suite a une

expansion démographique ou un événement de sélection positive) induit des valeurs négatives
de Fs. A I’inverse, un déficit d’haplotypes rares (donc de mutations rares, par exemple dans le
cas d’une sélection fréquence-dépendant) induit des valeurs positives du test.

Le test a été construit au départ pour tester I’hypothése d’un exceés du nombre
d’haplotypes ¢étant donné le nombre de mutations observées. Cependant, on peut également
utiliser le test de Fu pour détecter un déficit du nombre d’haplotypes, puisque la distribution

des valeurs de Fg possede deux extrémités.

E. Variabilité génétique inter-population
I1 existe un grand nombre de méthodes pour étudier la différenciation génétique des

populations. Certaines méthodes sont spécifiques du type de marqueur employé¢ (haplotype,

microsatellite, etc...). D’autres sont moins dépendantes du type de données analysées.

1. Test exact de différenciation des populations
Le test exact de différenciation des populations (Raymond & Rousset, 1995) peut étre
appliqué aux fréquences génotypiques ou aux fréquences alléliques. L'hypothese nulle testée

est "les génotypes (respectivement les alleles) présentent une distribution aléatoire au sein des
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n populations analysées". Le test a été appliqué ici uniquement aux fréquences alléliques car il
est plus puissant que le test basé sur les fréquences génotypiques (Goudet et al., 1996). Le test
utilisé est un test exact de Fisher. Le principe est le méme que lors des tests de déséquilibre de

liaison (partie B.4).

2. AMOVA : Analyse de variance moléculaire

L'AMOVA consiste a analyser la structuration génétique des populations par une
analyse de variance et a ¢té défini pour la premicre fois par Cockerham (1969; 1973).
L'approche utilisée ici est celle utilisée dans le logiciel Arlequin (Excoffier et al., 1992;
Excoffier et al., 2005) et qui présente l'avantage de prendre en compte le nombre de mutations
entre haplotypes. LTAMOVA analyse de maniere hiérarchique les composantes de la variance
génétique a différents niveaux définis par l'utilisateur : différences intra-individuelles,
différences interindividuelles, différences entre populations, différences entre groupes de
populations, etc... Les composantes de la variance sont utilisées pour calculer les indices de
fixation définis originellement par Wright (1951; 1965) : Fsc (différenciation entre
populations, indépendamment des groupes) et Fc¢r (différenciation entre groupes de
populations). Lorsque la distance entre haplotypes est prise en compte dans l'analyse, on
obtient un analogue du ¢@sr. Les différents indices calculés sont testés par permutation des
individus entre populations pour les Fsr, des individus entre populations a l'intérieur des

groupes pour les Fsc et des populations entre groupes pour les Fer.
3. Fgr par paire de populations

a) Méthodes basées sur les fréquences alléliques (haplotypiques)

Le parametre Fsry mesure la réduction d’hétérozygotie liée aux différences de
fréquence allélique entre deux populations. Cet estimateur est classiquement utilisé pour
estimer le degré de différenciation génétique entre populations. La méthode de Weir &
Cockerham (1984) permet d’estimer la valeur du F§, de maniére non-biaisée. Des estimateurs
analogues au Fsy ont ét¢ mis au point pour prendre en considération les distances génétiques
entre alleles (ou haplotypes). En effet le paramétre Fsr ne prend en compte que les différences
de fréquence allélique, sans considérer leur distance génétique (et donc leur généalogie). Par
conséquent, deux alléles identiques par état sont considérés identiques par ascendance et on se

trouve sous un modele de mutation de type [AM.
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b) Méthodes prenant en compte la divergence entre alléles

(haplotypes).

Des estimateurs analogues au Fgr ont ét€é mis au point pour prendre en considération
les distances génétiques entre alléles (ou haplotypes). En effet le paramétre Fsr ne prend en
compte que les différences de fréquence allélique, sans considérer leur distance génétique (et
donc leur généalogie). Le risque d'homoplasie est donc ¢€levé pour certains types de
marqueurs et la structuration génétique peut alors étre sous-estimée.

Cependant dans le cas des marqueurs microsatellites, une mutation va entrainer
I’insertion ou la délétion d’un ou plusieurs motif(s) répété(s) (Di rienzo et al., 1994). On peut
donc obtenir deux all¢les identiques par état (c. a d. qui posséderont le méme nombre de
répétitions), mais différents par ascendance. Leur évolution ne suit donc pas un modele IAM
et I'utilisation de Fsr pourrait ne pas étre appropriée. Deux autres modeles de mutation ont
donc été développés pour analyser les données de type microsatellites. Le premier est le
modele SMM (Stepwise Mutation Model ; Ota & Kimura, 1973) dans lequel une mutation
ajoute ou supprime un motif a la fois. Le paramétre Rsy (Slatkin, 1995) est basé sur la
variance de la taille des all¢les et est supposé étre mieux adapté a un modele de mutation de
type SMM. Cependant, peu de loci microsatellites sont susceptibles de suivre un pur modele
SMM et un modele intermédiaire a été proposé : le modéle TPM (Two Phased Model ; Di
rienzo et al., 1994; Valdes et al., 1993) qui prend en compte la possibilité d’ajout-suppression
de un ou plusieurs motifs a chaque mutation. Comme il n’existe pas d’analogue du Fsr pour
ce type de modele, le Rgy était classiquement utilisé conjointement au Fsr pour analyser des
données de type microsatellites. Cependant, le Rsr présente une forte variance lorsque le
nombre d'individus et le nombre de loci sont faibles (Balloux & Goudet, 2002; Balloux &
Lugon-Moulin, 2002; Gaggiotti et al., 1999). Dans ce cas, le Fsr donne de meilleurs résultats.
L'emploi du Rgr est donc a réserver a des échantillons de grande taille pour lesquels il est plus
performant que le Fsr et cet estimateur n’a donc pas été utilisé dans ce travail.

Dans le cas des données de séquence, il peut également étre intéressant de prendre en
compte les distances entre haplotypes. En effet, deux haplotypes qui ne divergent que d'une
mutation ponctuelle ne traduisent pas le méme niveau de divergence que deux haplotypes qui
divergent de 20 ou 30 mutations. Ici I'analogue du Fsr est nommé pgr et a été calculé par la
méthode de I'AMOVA. La distance entre deux haplotypes est une distance métrique

euclidienne basée sur le nombre de mutations observées entre les deux haplotypes.
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F. Tests de Mantel

Les tests de Mantel consistent a comparer deux ou plusieurs matrices de distances.
L’hypothése Hjy est qu’il n’existe pas de corrélation entre les distances des matrices. La
corrélation entre les matrices est testée par une procédure de permutations qui permet
d’obtenir la distribution du coefficient de corrélation sous I’hypothése nulle. Prenons le cas de

la comparaison de deux matrices X ={x;} et Y ={y;} de dimension n. Les deux matrices

doivent étre symétriques et contiennent chacune n(n-1)/2 valeurs. La procédure de
permutations consiste a redistribuer aléatoirement les valeurs d’une matrice en gardant 1’autre
fixe. Apreés chaque permutation de la matrice, un coefficient de corrélation et/ou de régression
est calculé entre les matrices. Généralement, le coefficient de Mantel Z ou le coefficient de
corrélation de Pearson 7 sont les plus utilisés :

ZZZX,;Y,; . cov(X,Y)
i \/mr(X). var(Y)

La significativité du coefficient de corrélation est ensuite donnée par le nombre de

permutation ayant donné une valeur inférieure ou égale au coefficient de corrélation observé.
Les tests de Mantel partiels sont basés sur le méme principe mais permettent de tester

la corrélation entre une matrice de distances et deux matrices explicatives. Le coefficient de

corrélation est calculé entre la premiere matrice et une des matrices explicatives en tenant

compte de 1'effet de la troisiéme matrice. Dans ce cas, le coefficient de corrélation est calculé

ainsi :

Tyx, = Txox, Tvx,

Ja=r 1=7y)

La significativité des tests partiels de Mantel peut cependant étre biaisée au moins

rYX]AXZ -

dans certains cas, bien que ce biais semble étre faible dans la plupart des situations
(Castellano & Balletto, 2002; Raufaste & Rousset, 2001; Rousset, 2002).

Les tests de Mantel ont été effectués pour tester I’hypothése d’un isolement par la
distance, c'est-a-dire d’une corrélation positive entre la distance géographique et la divergence
génétique des populations et I'hypothése d'une influence des prévalences de Wolbachia sur la
structuration génétique de 'ADN mitochondrial. Rousset (1997) a montré que sous un modé¢le
d’isolement par la distance dans un espace bidimensionnel, il existe une relation linéaire entre
la distance génétique Fsr/(1-Fisr) et le logarithme de la distance géographique. Par conséquent,

j’ai des matrices des logarithmes des distances géographiques et des indices de différenciation

47



1l. Considérations statistiques préliminaires

génétique Fsr/(1-Fsr) pour les données des loci microsatellite, du locus mitochondrial et de
prévalence de Wolbachia et ¢gsr/(1-psr) pour les données du locus mitochondrial. Les
distances géographiques ont ¢été mesurées "a vol d’oiseau" a D’aide du logiciel

CartoExploreur 3%,

G. Mesure des flux de dispersion Nm

Slatkin (1985) distingue deux types d'approches pour estimer les flux de dispersion
entre populations naturelles. D'une part, les 'approches directes' comprennent toutes les
méthodes d'observations de terrain des événements de dispersion et de leur étendue. Ces
méthodes comprennent par exemple les méthodes de capture-recapture ou de radio-tracking.
Bien que les approches directes donnent de bons résultats dans certaines conditions, elles se
révelent difficilement applicables sur certaines espéces a cause de l'impossibilité de marquer
les individus (taille, etc.) ou a cause de la difficulté a recapturer une proportion importante
d'organismes trés mobiles. Le deuxieme type d'approches comprend les 'approches indirectes'
basées sur I'estimation de flux de dispersion a partir d'une structuration génétique observée.

La méthode la plus classique est tirée des formules de Wright (1931). Elles établissent
la relation entre différenciation génétique et nombre de migrants par génération. L'évolution
de la composition génétique d'une population dépend d'un certain nombre de forces : dérive
génétique, sélection, migration, mutation. Pour un géne neutre (sans sélection), une forte
différenciation entre populations (fortes valeurs Fsy) est classiquement considérée comme le
signe d'un faible taux de dispersion m. Inversement, 1'absence de différenciation (valeurs Fir
proches de 0) entre populations indique un fort taux de dispersion. Il est donc possible
d'estimer le nombre de migrants a chaque génération a partir d'indices de structuration tels que
le Fsr. Dans son modele en iles, Wright (1931) a démontré 1'existence d'une relation simple
entre Fgr et Nm. Cette relation est différente selon le type de marqueur et selon le mode de
reproduction de l'espéce considérée. Nous ne considérerons ici que les espéces diploides a
reproduction sexuée. Pour un marqueur nucléaire transmis par les deux parents :

1
" 1+4Nm

ST
et pour un marqueur transmis par un seul parent (génomes haploides : chromosome Y, ADN
mitochondrial, etc.) :

1
1+ Nm

FST

avec N, la taille efficace de la population et m, le taux de migration par génération. Ces
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formules ont été trés largement appliquées dans la littérature a des données empiriques pour
estimer le parametre Nm (voir par exemple : Girman et al., 2001; voir par exemple : Salvato et
al., 2002; Sanetra & Crozier, 2003; Seielstad et al., 1998). Cependant, plusieurs auteurs ont
rappelé que les modéeles théoriques de base comme le modele en ile de Wright sont lourds
d'hypothéses qui sont rarement respectées en milieu naturel (Bossart & Pashley Prowell,
1998; Lewontin, 1985; Slatkin, 1989; Whitlock & McCauley, 1999). Whitlock & McCauley
(1999) ont fait une revue des hypotheéses généralement irréalistes du modele en
ile. L'estimation du paramétre Nm a partir de ce modele, bien que trés répandue, ne peut étre
qu'indicative. Il faut noter que dans la plupart des études, 1'objectif n'est pas d'estimer Nm,
mais de caractériser la structuration des populations analysées (métapopulation, isolement par
la distance, etc.) et 1'estimation de Nm est alors superflue. Lorsque 1'objectif est d'estimer Nm
et lorsque cela est possible, il est préférable de construire un modéle spécifique a I'espece

étudiée qui incorpore le maximum de traits d'hoistoire de vie de l'espece.

H. Biais de structuration génétique et biais de dis  persion liés
au sexe

La dispersion des individus d'une espeéce donnée n'est pas forcément identique pour
tous les individus. De nombreuses études ont mis en évidence des comportements de
dispersion différents selon le sexe des individus, en particulier chez les mammiféres et les
oiseaux (Greenwood, 1980). La caractérisation des flux de dispersion nécessite donc non
seulement d'estimer les flux totaux entre populations, mais aussi d'évaluer la part relative de
ces flux correspondant a chaque type d'individus. Il peut s'agir du sexe, mais aussi d'autres
facteurs comme le statut d'infection a un parasite donné. Afin de détecter des biais de
dispersion, différents types d'approches indirectes existent et peuvent étre classées en deux

catégories.

1. Utilisation de marqueurs de classes différentes
La 1°° approche, et la plus répandue, consiste 4 comparer des marqueurs génétiques
hérités différemment. On peut distinguer 3 types de marqueurs : les marqueurs hérités
uniquement de la mére (ADN mitochondrial), les marqueurs hérités des deux parents (ADN
nucléaire) et les marqueurs hérités uniquement du pere (chromosome Y). La plupart des
¢tudes basées sur cette approche ont consist¢ a comparer des marqueurs nucléaires
(allozymes, microsatellites, AFLP, RAPD, etc...) avec un marqueur mitochondrial (séquence,

RFLP, etc...). L'étude d'un marqueur génétique transmis par un seul parent (en fait par un seul
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sexe) a la descendance permet d'estimer les flux de geénes du sexe qui transmet ce geéne. La
comparaison de la structuration observée sur ce marqueur avec un marqueur transmis par
l'autre sexe ou par les deux peut permettre de détecter un biais de dispersion entre les sexes et
d'estimer l'importance de ce biais. Bien que permettant d'estimer directement les flux de
dispersion des males, peu de genes liés au chromosome Y ont montré suffisamment de
polymorphisme pour étre utiles en génétique des populations et n'ont donc que rarement été
utilisés (cependant, voir (Perez-Lezaun et al., 1999; Seielstad et al., 1998). Chez les especes
dont les femelles sont philopatriques et dont les males dispersent, on s'attend a observer une
structuration plus forte de ' ADN mitochondrial que des marqueurs génétiques nucléaires. De
nombreuses études ont confirmé ce patron de structuration chez des espéces présentant des
biais de dispersion en faveur des males.

Ainsi, les différences de structuration observées entre deux classes différentes de
marqueurs, peuvent refléter autre chose qu'un biais de dispersion li¢ au sexe, telles que des
tailles effectives différentes entre les sexes, des taux de mutation différents entre les
marqueurs utilisés (Chesser & Baker, 1996) ou des différences de pression de sélection
(autostop génétique, s€lection, etc). Hurst & Jiggins (2005) ont en particulier fait une synthése
des effets possibles des organelles parasites tels Wolbachia pipientis, Microsporidia, Rikettsia
et Spiroplasma sur la structuration génétique de I'ADN mitochondrial. Ballard & Whitlock
(2004) ont revu l'ensemble des facteurs pouvant rendre les marqueurs génétiques
mitochondriaux inutilisables pour estimer des flux de dispersion. Ils précisent toutefois que la
comparaison d'un marqueur mitochondrial et de marqueurs nucléaires peut apporter des
informations sur la biologie des parasites endosymbiotiques associés (transmis de la méme

facon que les mitochondries) ou sur I'évolution de la mitochondrie elle-méme.

2. Utilisation de marqueurs de méme classe.

Depuis quelques années et a cause des problémes liés a la comparaison de classes
différentes de marqueurs, de plus en plus d'études se basent sur la comparaison de la
structuration génétique des males et des femelles avec une seule classe de marqueurs, le plus
souvent des loci microsatellites nucléaires. Différentes approches sont possibles et peuvent
étre combinées. Un autre avantage qui nous intéresse dans cette étude est qu'on peut appliquer
ce type d'analyse non seulement pour comparer des individus de sexe différent, mais
également pour comparer des groupes d'individus classés selon d'autres critéres que le sexe
(par exemple infectés par des parasites ou non, dominants et dominés, reproducteurs et non-

reproducteurs, etc.). Dans cette partie, le type dispersant et le type philopatrique
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correspondent respectivement aux groupes d'individus qui ont une forte tendance a disperser

et qui ont tendance a étre sédentaire.

a) Différenciation génétique des populations : Fgr

Un autre moyen de détecter des biais de dispersion est de comparer les Fir calculés
entre les types d'individus a comparer. On s'attend a obtenir des valeurs Fsr plus faibles pour
le type dispersant car la présence de migrants parmi les dispersants diminue les différences de
composition génétique de ce groupe par rapport aux différences génétiques observées pour le
groupe philopatrique (qui contient moins de migrants). Il existe trois méthodes pour comparer
les valeurs Fgr des deux types d'individus. La premiere méthode possible consiste a calculer
un estimateur Fr global sur 1'ensemble des populations pour chaque type d'individus ainsi
que les intervalles de confiance associés par une méthode de permutation. Une différence
significative est observée si les intervalles de confiance ne se chevauchent pas (voir par ex.
Mossman & Waser, 1999). La deuxiéme méthode consiste a comparer les valeurs F§, obtenues
par paires de populations mais cette méthode peut présenter un probléme de pseudoréplication
des échantillons (Knight et al., 1999). La troisieme méthode proposée par Goudet et al.
(2002) et utilisée ici consiste a comparer les valeurs Fgr obtenues pour chaque type
d'individus. La distribution théorique des valeurs Fs7 sous 1'hypothése nulle d'absence de biais
de dispersion est obtenue par permutation des individus entre catégories en respectant les
proportions de chaque type d'individus. La probabilité associée a la valeur réelle est alors
¢gale a la proportion de valeurs simulées, égales ou supérieures a la valeur réelle.

L'utilisation du paramétre Fsr est généralement appliquée a des marqueurs nucléaires.
Cependant, quelques auteurs 1'ont utilisé avec succés sur des marqueurs mitochondriaux pour
détecter un biais de dispersion entre males et femelles en appliquant la méme logique que
pour les marqueurs nucléaires (Escorza-Trevino & Dizon, 2000; O'Corry-Crowe et al., 1997).
Cependant, a ma connaissance, rien n'a jamais ét¢ publié sur un biais éventuel de la
structuration de I'ADN mitochondrial entre males et femelles causé par des parasites
endosymbiotes. J'ai donc effectué¢ un test sur Fsr de biais de structuration génétique entre
males et femelles lorsque cela a été possible pour (i) tester les effets éventuels des facteurs
féminisants présents chez A. vulgare (Wolbachia pipientis et f) sur un biais éventuel de
structuration entre males et femelles et (ii) si possible vérifier les résultats obtenus sur les

données microsatellites.
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b) Ecart au modele Hardy-Weinberg : Fig
De la méme fagon que pour les Fsz, on utilise les Fjs pour détecter un biais de
dispersion. En effet, parmi le type dispersant, on observera davantage d'individus immigrants
(Goudet et al., 2002). On observera donc un effet Wahlund et un déficit en hétérozygote. La
valeur Fjg sera positive et plus élevée parmi le type dispersant que parmi le type sédentaire. La
significativité du biais est testée par permutation de la méme facon que pour les Fsr (cf.

paragraphe précédent).

¢) Apparentement r entre individus
Pour un taux de dispersion donné, les individus proches géographiquement les uns des
autres sont en moyenne plus apparentés entre eux que des individus pris au hasard dans
I'ensemble de la population. Si un type d'individu disperse plus que 'autre, on doit s'attendre a
un plus fort apparentement entre les individus du type philopatrique qu'entre les individus du
type dispersant au sein d'une population donnée. On peut suivre le méme raisonnement dans
des populations subdivisées et estimer 'apparentement entre individus de chaque type et de
chaque sous-population. Cette statistique est liée au Fsr par la relation suivante (Hamilton,
1971; Queller & Goodnight, 1989) :
_ 2Fy
= ﬁ
Le biais de valeur d'apparentement est également testé par permutation des individus
entre catégories (voir partie [1.H.2.a)a).
Une variante de cette approche consiste a tester la présence d'un isolement par la
distance et a comparer la pente de la courbe "apparentement en fonction de la distance

géographique" entre individus (Knight et al., 1999).
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d) Indice d'assignement A7

L'indice d'assignement a été proposé par Paetkau et al. (1995) puis il a été¢ modifié par
Favre et al. (1997). Pour chaque individu j de la population k, on calcule la probabilité
d'apparition de son génotype Py; (produit de la fréquence de chacun de ses deux alleles). En
I'absence de déséquilibre de liaison, la probabilit¢ d'un génotype multilocus est égale au
produit des probabilités de chaque locus. La diversité génétique des populations peut
fortement varier, ces probabilités ne sont pas directement comparables. La probabilité
moyenne de 1'échantillon est donc soustraite a la probabilité¢ individuelle du génotype, apres

une transformation logarithmique :

i 1 i
Ale,; = log{l_l Pky} —;ZIOg{H Pky}
i=1 = i=1

avec [ loci et n individus dans le ™ échantillon.

La distribution de 1'Alc est centrée sur 0. Un Alc positif indique que le génotype est
plus probablement un résident et une valeur négative qu'il s'agit d'un immigrant. On peut
s'intéresser a la moyenne et a la variance de I'Alc (respectivement mAlc et vAlc) pour tester
un biais de dispersion. En effet, les migrants présenteront en moyenne une valeur plus faible
de mAlc que les sédentaires car ils seront originaires d'autres populations. De méme, parce
que le type dispersant comprendra a la fois des immigrants (mélange de faibles et de fortes
valeurs d'Alc) et des résidants, vAlc sera plus élevée que pour le type sédentaire
(principalement des fortes valeurs d'Alc). Ces deux paramétres sont également testés par

permutation des individus entre catégories (voir partie [I.LH.2.a)a).

I.  Seuil de significativité des tests multiples

Lors d’un test statistique, une valeur significative au seuil de 5% signifie que la
probabilité d’observer cette valeur par hasard est inférieure a 5%. Autrement dit, on a moins
d’une chance sur 20 d’obtenir cette valeur par hasard. Si on réalise le méme test plusieurs
fois, par exemple vingt fois, on peut donc s’attendre a ce qu’un test soit significatif au seuil de
5% alors que sa valeur n’est due qu’au seul hasard. Si on en réalise 100, on s’attend a 5 tests
significatifs du seul fait du hasard. Plus le nombre de tests réalisés simultanément sera grand,
plus le nombre de valeurs significatives par hasard sera grand. Par conséquent, lorsqu’un
grand nombre de tests est effectué simultanément sur des échantillons différents, par exemple

lorsque I’on teste les déséquilibres de liaison ou des valeurs de Fs7, on doit corriger la valeur
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seuil de 5% en fonction du nombre de tests effectués par une correction de Bonferroni (Rice,
1989).

Lorsque £ tests sont effectués, la correction de Bonferroni consiste a diviser la valeur
seuil 0=0,05 par k. Ainsi, si 10 tests sont réalisés simultanément, on utilisera la valeur seuil
deorr, = 0,05/10 = 0,005. Cependant, plus le nombre de tests est grand, plus la valeur du seuil
de significativité¢ sera faible et plus le test perdra en puissance. Pour limiter la perte de
puissance, on peut utiliser des corrections séquentielles de Bonferroni. Dans un premier
temps, on classe les valeurs des tests par ordre croissant de probabilité. On compare ensuite la
valeur la plus faible au seuil ocor. Si cette valeur n’est plus significative, on arréte la
procédure et aucune des valeurs des tests n'est significative. Par contre, si la valeur est
toujours significative, on recommence la procédure avec les k-1 valeurs restantes des tests. On
calculera alors une valeur ooy, = 0,05/(k-1). On continue cette procédure jusqu’a ce que plus

aucune valeur de test ne soit significative.
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lll.Polymorphisme du parasite  Wolbachia : féminisation et

recombinaisons intergénomiques

L'existence d'un polymorphisme des lignées Wolbachia féminisantes présentes chez A.
vulgare a récemment été montrée (Cordaux er al, 2004). En effet, l'analyse du
polymorphisme du geéne bactérien wsp a permis d'identifier deux souches génétiquement trés
divergentes et présentant des traits d'histoire de vie différents. Cependant, I'échantillonnage de
cette étude n'était pas exhaustif et le polymorphisme intra-population n'est pas connu, d'autant
plus que les auteurs des études précédemment publiées sur les prévalences de Wolbachia, ne
disposaient pas de marqueurs génétiques suffisamment variables pour détecter ce
polymorphisme. La premiére étape de ce travail de thése a donc consisté a analyser le
polymorphisme des souches Wolbachia par séquengage du geéne wsp dans plusieurs
populations infectées d'4. vulgare, A. nasatum et A. album. Ce travail a permis de montrer
l'existence d'une troisiéme souche chez A. vulgare (wVulP), trés proche génétiquement de
wVulC. Contre toute attente, wVulP et wNas (la souche présente chez A. nasatum) présentent
en outre la particularit¢ d'étre issues de la recombinaison de deux autres souches,
probablement wVulC et wVulM. Afin de mesurer I'étendue des recombinaisons, six autres
genes ont également été séquencés : groE et les cing genes utilisés dans le systéme de
génotypage multilocus mis au point par Baldo et al. (2006) : fisZ, gatB, coxA, hcpA et fbpA.

Les recombinaisons entre Wolbachia ont fait I'objet d'un grand nombre de publications
(Baldo et al., 2005a; Baldo et al., 2005b; Jiggins et al., 2001a; Jiggins, 2002; Keller et al.,
2004; Malloch & Fenton, 2005; Reuter & Keller, 2003; Werren & Bartos, 2001). L'originalité
des résultats présentés ici vient du fait que le phénotype féminisant ne favorise pas les
infections multiples entre souches de Wolbachia, contrairement a I'incompatibilité
cytoplasmique (Frank, 1998). Un contact étroit entre bactéries parait indispensable pour
qu'aient lieu des événements de recombinaison. Cependant, les infections multiples n'ont a ce
jour jamais été observées chez les isopodes. Les résultats confirment donc I'hypothése que de
telles infections multiples, méme si elles ne sont pas durables, sont apparues (Cordaux ef al.,

2001; Cordaux et al., 2004).

Article paru dans la revue Gene 397(1-2):58-66, http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2007.04.006.
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Abstract:

Wolbachia are maternally inherited endosymbiotic a-Proteobacteria infecting a wide
range of arthropods. Wolbachia induce feminization in many terrestrial isopod species,
particularly in the genus Armadillidium (Crustacea, Oniscidea). The diversity of Wolbachia
strains infecting Armadillidium species was examined. Results reveal that natural populations
of A. vulgare contain three different Wolbachia strains (wVulC, wVulM and wVulP). The wsp
gene and its 3'-adjacent region show evidence that two recombination events have occurred
between two of these strains. In both cases, multiple statistical analyses suggest that a small
gene fragment of a strain closely related to wVulM (minor parent) is inserted into the genome
of another strain closely related to wVulC (major parent). Although multiple infections in a

single individual have never been demonstrated in natural population, the existence of
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recombination between feminizing strains suggests that bi-infections are possible, or at least
that bi-infections can be maintained sufficiently long enough to allow recombination.
Recombination events increase genetic diversity of Wolbachia found in Armadillidium

species and may play a role in the ability of Wolbachia strains to invade new hosts.

A. Introduction

Wolbachia are maternally inherited endosymbiotic a-Proteobacteria infecting a wide
range of nematodes and arthropods (O’Neill et al., 1992; Stouthamer et al., 1999a).
Depending on both the bacterial lineage and host, they may have very diverse effects on host
reproduction, such as cytoplasmic incompatibility (CI), male killing, parthenogenetic
reproduction or feminization of genetic males (Rigaud, 1999; Stouthamer et al., 1999a). In
terrestrial isopod species (Crustacea, Oniscidea), Wolbachia induce CI in two species,
Porcellio dilatatus petiti and Cylisticus convexus (Legrand & Juchault, 1986; Moret et al.,
2001) and feminization in many others, including members of the genus Armadillidium, such
as A. vulgare and A. nasatum (Bouchon et al., 1998; Rigaud et al., 1991). Feminization occurs
through conversion of genetic males into functional females, which typically produce female-
biased progenies (Rigaud et al., 1997). Recently, based on wsp gene sequences, two distinct
feminizing Wolbachia strains have been found in various populations of 4. vulgare (Cordaux
et al., 2004). The comparison of bacterial strains and their respective host mitochondrial
phylogenies showed no concordance, indicating horizontal transmission of the Wolbachia
strains within populations of A. vulgare. A. vulgare is to date the only known species of
terrestrial isopod to host more than one Wolbachia strain (Bouchon et al., 1998). Despite
extensive sampling efforts, no multiple infections in single individuals of isopod species have
been so far recorded. This suggests that feminization establishes a high competition between
Wolbachia and/or that multi-infection is unstable in these species. Since no multiple
infections have been discovered in isopod species, recombination within and between
Wolbachia strains is basically unexpected. However, Baldo et al. (2005b) have shown
evidence for recombination in some Wolbachia strains of isopods. The evolutionary context
of these recombination events is difficult to understand as horizontal transfers would be rare
events between some of the involved host species as they live in different habitats.

The first example of recombination was described between two Wolbachia strains
(belonging to the supergroup B) of a parasitoid wasp and its fly host (Werren & Bartos,

2001). Since then, a growing number of publications have revealed other recombination
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events within Wolbachia chromosomal genes, a large number of which involve wsp (Baldo et
al., 2005a; Baldo et al., 2005b; Jiggins et al., 2001a; Jiggins, 2002; Keller et al., 2004;
Malloch & Fenton, 2005; Reuter & Keller, 2003; Werren & Bartos, 2001). Recombination
can also occur between highly divergent strains belonging to different supergroups (Baldo ef
al., 2005a; Baldo et al., 2005b; Jiggins, 2002; Malloch & Fenton, 2005). Therefore
recombination may be common in Wolbachia and may confuse phylogenetic relationship
reconstructions based on a single gene. Moreover, several studies in different insect species
specify lateral transfer of the phage WO-B between co-infecting Wolbachia strains
(Bordenstein & Wernegreen, 2004; Masui et al., 2000) and intragenic recombination may be
common in extra-chromosomal DNA, including phage and transposable elements
(Bordenstein & Wernegreen, 2004; Duron et al., 2005).

For lateral DNA transfers that are not phage-mediated, bacteria must come into close
contact (Jiggins, 2002). As Wolbachia are vertically transmitted endosymbionts, opportunities
for recombination between different types would appear to be restricted except in the case of
multiple infections.

In this paper we wish to test the occurrence of genetic exchange between feminizing
Wolbachia strains. To address this issue we analyzed Wolbachia polymorphism within three
host species belonging to the Armadilllidium genus. Results strongly suggest two independent
recombination events between the two Wolbachia strains (wVulC and wVulM) infecting
sympatric Armadillidium species. The origin and evolutionary implications of recombination

events and horizontal transfers of feminizing Wolbachia strains are discussed.

B. Materials and Methods

1. Sampling and sequencing

Three populations of 4. vulgare (originating from Poitiers, Ensoulesse and Chiz¢é) and
a population of 4. nasatum (originating from Frelinghien) were sampled in France (Table III-
1). The population of Poitiers was sampled in 2003 and in 2006. The infection status of each
specimen was assessed by PCR assay of the Wolbachia wsp gene as described below.
Additionally, one infected female of 4. album collected at Yves (France) for which the
Wolbachia strain has previously been identified (Bouchon et al., 1998) was included in this
study. This strain will be denoted wAlbum to avoid confusion with the strain infecting 4Aedes

albopictus (called wAlb, according to the nomenclature of Zhou et al., 1998).
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Table I11I-1 Wolbachia prevalences in the sampled populations of three Armadillidium species.

Sampled locality izgple NJ3IQ Number of infected females :
Armadillidium vulgare wVulM  wVulC  wVulP wNas  wAlbum
Ensoulesse 2003 10/9 1 1

Poitiers 2003 10/8 1 3 4

Poitiers 2006 5/14 1 9

Chiz¢ Biological Reserve 2003 5/14 3 5

Armadillidium nasatum

Frelinghien 2006 5/22 6
Mignaloux * 1993 0/19 4

Amou * 1995 3/3 1
Armadillidium album

Yves 1994 1/7 6

* samples from Bouchon et al. (1998)
DNA extraction, PCR amplification and sequencing of the wsp region from all

infected individuals were performed as described in Michel-Salzat et al. (2001). To infer the
size of the recombinant fragments, the 3’ adjacent region of the wsp gene was sequenced.
PCR amplifications were performed using wsp 81F primer (Braig et al., 1998) and a primer
RPOHR (5'-TTAAHCCYATRTTWCCTTC-3") designed inside the heat shock o-factor rpoH
gene which is located downstream of the wsp gene in the wMel genome (Wu et al., 2004).
PCR cycling conditions were: 95°C for 2 min; 38 cycles at 95°C for 1 min, 45°C for 1 min,
72°C for 1 min 40 sec.; 72°C for 5 min.; then held at 4°C. PCR products were purified using
QiaQuick PCR purification kits (Qiagen). Sequencing was performed using a BigDye v3.1
terminator sequencing kit and an ABI 3130 Genetic Analyzer. By using primers wsp 81F,
wsp 691R  (Braig et al, 1998), RPOHR and an internal forward primer 411F
(5'-AAATCAAACTTTACGCTGGCG-3"), we obtained complete sequences of 1136 to 1146
bp, depending on the Wolbachia strains. These sequences comprise 606 to 615 bp of the 3'
end of the wsp gene, 296 to 297 bp of a non coding intergenic region and 234 bp of the 5'-
region of the heat shock o-factor rpoH gene. In order to measure the range of recombination,
we also sequenced six other Wolbachia genes, namely groE operon that includes a non-
coding intergenic region together with groES and groEL (with primers groEF1
5'-GAAGAAAAACAAGGTGGAATT-3' and groER1 5-GTACCATCACCAACTTTGTC-
3'; D. Bouchon pers. com.) and 5 genes widely distributed across the Wolbachia genome and
used in a multilocus sequence typing approach (Baldo et al., 2006): fisZ (with primers ftsZf1
and ftsZrl, Werren et al., 1995a), gatB, coxA, hcpA and fbpA. PCR conditions and sequencing
reactions were performed as those described by (Baldo et al, 2006). All sequences were
deposited in Genbank-EMBL databases under the accession numbers DQ778095-DQ778107
and EF451545-EF451564 (Table 11-2).
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2. Evolutionary analyses

All sequences were manually aligned taking into account their amino acid translation.
Sequences of wsp and groE were aligned with sequences from 20 A- and B- Wolbachia strain
Supergroups downloaded from Genbank (listed in Table 2). In the phylogenetic analyses, the
4™ hypervariable region of wsp (Baldo et al., 2005b ; positions 500-569 of wVulC sequence)
was removed from the alignment because the most divergent sequences could not be aligned
with confidence in this region. Neighbor-joining analyses were conducted using MEGA 3.1
(Kumar et al., 2004) based on Kimura two-parameter distances. Bootstrap analyses were
carried out with 1000 replicates.

Analysis of recombination was done using the whole sequenced part of wsp gene
(from 606 to 615 bp long according to the strains), 4th HVR and 3'-adjacent region (from 530
to 531 bp) included, leading to a total length of 1155 bp. The 4th HVR was included as it was
possible to align the sequences of the five studied strains with confidence in this region. In
order to increase the power of detection and minimize false positive inference (Posada, 2002),
we used four recombination detection methods implemented in the RDP software package
(Martin & Rybicki, 2000): RDP, Bootscanning (Salminen et al., 1995), Chimaera (Maynard
Smith, 1992; Posada & Crandall, 2001) and SiScan (Gibbs et al., 2000). All methods were
used with default parameters except Bootscanning (scan parameters: window size = 200; step
size = 15). We also used the recombination analyses provided in DNASP v. 4 (Rozas et al.,
2003), which calculate the minimum number of recombination events, py, according to
Hudson and Kaplan (Hudson & Kaplan, 1985). DNASP was also used to locate the sites
where putative recombination events have taken place. To test the possibility of intragenomic
recombination, the recombinant fragments were independently analyzed using BLAST
against Wolbachia genomes already accessible: wMel from Drosophila melanogaster (Wu et
al., 2004), wBm from Brugia malayi (Foster et al., 2005), wAna from D. annanassae
(Salzberg et al., 2005) and wPip from Culex quinquefasciatus on Sanger website

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/W_pipientis/).
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Table III-2 List of Wolbachia wsp, ftsZ and groE sequences drawn from GenBank or newly sequenced
which where used for phylogenetic analysis. No differences were observed between sequences obtained
from Isopod species and the previously published corresponding sequences show no differences.
* this study; T Schulenberg ef al. (2000); & Cordaux et al. (2004); § Cordaux et al. (2001); @ Bouchon et al.

(1998).

wsp ftsZ groE
Isopod Armadillidium vulgare wVulC DQ778095 * DQ778100 * DQ778103 *
strains AJ419986 § AJ223244 o
AJ419987 &
Armadillidium vulgare wVulM DQ778097 * DQ778101 * DQ778104 *
AJ419984
AJ419985
Armadillidium vulgare wVulP DQ778096 * DQ778102 * DQ778105 *
AJ269474
Armadillidium nasatum wNas DQ778098 * AJ223244 o DQ778106 *
AJ276600 §
Armadillidium album wAlbum DQ778099 * AJ223245 o DQ778107 *
AJ276599 §
Other Acraea alcinoe AJ271196 AJ318483
strains Acraea encedon AJ130716 AJ318482
Acraea eponina AJ271194 AJ318486
Aedes albopictus AY462863 AJ511281
Aedes pseudalbopictus AF317487 AJ511282
Asobara tabida AY581193, AY578349,
AF124856 AJ634749
Culex (Eumelanomyia) sp. AF317480 AJ511283
Culex brevipalpis AF317477 AJ511290
Culex fuscocephala AF317481 AJ511284
Drosophila melanogaster NC_002978 NC_002978
Drosophila ananassae AY858801 NZ_AAGBO 1000
Elenchus japonicus AB039281 AB039281
Ephestia kuehniella AF071911 AB002290
Hypolimnas bolina bolina ABO085181 AB167350
Laodelphax striatella AB039042 AB039040
Leptopilina heterotoma AF124860 AJ634748
Sogatella furcifera AF481185 AB039041
Teleogryllus taiwanemma AB035514 AB002286
Tripteroides aranoides AY462857 AJ511293
C. Results

1. Wolbachia strains polymorphism

Infection statuses of sampled specimens are summarized in Table III-1. The wsp
sequences were obtained from 29 Wolbachia-infected females of A. vulgare. Based on the
wsp sequences, three different strains were observed, including the two previously known as
wVulC and wVulM (Cordaux et al., 2004), and a new one, named wVulP (for Wolbachia A.
vulgare type Poitiers). The strains wVulC, wVulM and wVulP infected eight females, six

females and fourteen females of the whole sample, respectively (Table III-1). Eleven females
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of A. nasatum were infected by the same wNas Wolbachia strain whose wsp sequence was
identical to that previously published (Cordaux et al., 2001). Each infected female harboured
a single Wolbachia strain, as shown by the direct sequencing of the purified PCR products,
which revealed no ambiguity or discrepancy within or between the analysed strands of each
wsp sequence.

groE gene was sequenced in all infected females. Three different sequences were
found in groE sequences occurring in (i) wAlbum and wVulM, (i) wVulC and wVulP and
(i11)) wNas. The wNas sequence differed by only one substitution from wVulC and wVulP
sequences. wAlbum and wVulM differed only by 6 substitutions from wVulC and wVulP
sequences (Figure III-1). Multi locus genes show low polymorphism: fisZ, coxA and gatB
show no polymorphism between analyzed strains whereas hcpA shows a distinct allele in
wVulM (one single substitution) and fbp4 shows a distinct allele in wAlbum (six
substitutions). This low polymorphism confirms the close relationship of wVulC, wVulP and
wNas. As observed on wsp sequences, direct sequencing of the purified PCR products of all
these genes revealed no ambiguity or discrepancy suggesting the absence of multiple

infections in a single individual.

2. Recombination analysis

Alignments of the wsp sequences and their adjacent 3’-regions suggest two recombination
events with four breakpoints (Figure III-2 and Table III-3). The first recombinant fragment is
detected with the highest probabilities in the wVulP strain by four of the methods: RDP
(P <10 °), Bootscanning (P < 10~ ®), Chimaera (P < 10~ *) and Siscan (P < 10~ *). Major and
minor parents are respectively identified as wVulC and wVulM. The size of the recombinant
fragment is 61 bp located in the 4th HVR of wsp (1st breakpoint between positions 495 and
505 and second breakpoint between positions 564 and 599). In the 3’end of the wsp sequence
(504 base pairs), wVulP is more closely related to wVulC than to wVulM (99.8% and 90.2%
identity, respectively). In the last 576 bases (non-coding region and rpoH 5" end) wVulP is
also more closely related to wVulC than to wVulM (99.3% and 97.0% identity respectively).
On the contrary, in the recombinant region (61 bp), wVulP is closely related to wVulM and
more distantly related to wVulC (88.8% and 50.6% identity respectively; Figure I1I-2). In the
3’ end of the wsp sequence (504 base pairs), only one non-synonymous substitution is found
at position 433 of the nucleotide sequence (position 144 of the protein sequence, aspartic acid

in wVulC and asparagine in wVulP, see Figure III-3). Within the recombinant region, the
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observed divergence leads to 10 amino acid changes when compared to the wVulC protein

sequence (excluding indels; Figure III-3). No stop codon or frame shift was found in this

region.

100— Aedes albopictus

Aedes pseudalbopictus
Acraea eponina

61|- Culex (Eumelanomyia) sp.
Culex fuscocephala

Ephestia kuehniella
Hypolimnas bolina bolina

L— Acraea encedon

L Acraea alcinoe
] B-supergroup
100 Teleogryllus Taiwanemma

Elenchus japonicus
Laodelphax striatella

Sogatella furcifera

95 WAlbum
wVulM

100, [WVUIP | Armadillidium spp.
wNas

wVulC

Drosophila annassae

94— Culex brevipalpis

100 Tripteroides aranoides

74 Leptopilina heterotoma A-supergroup
Drosophila melanogaster

Asobara tabida 1

68! Asobara tabida 2

0.02

Figure III-1 Phylogenetic tree of Wolbachia strains based on groE. The tree is based on the comparison of
528 bases of the groE gene, using the neighbour-joining method. Numbers at the nodes are bootstrap
scores. Only values higher than 50 are shown. Strains are identified by the host from which they were
isolated. The five Wolbachia strains from Armadillidium species (wVulC, wVulM, wVulP, wNas and
wAlbum) are shown in bold. Accession numbers of groE sequences from other arthropod symbionts are

listed in Table II1-2.
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Table III-3 Summary of recombination analysis results using 4 methods implemented in the RDP software
package: RDP, Bootscan, Chimaera and Siscan. Beginning and ending breakpoint positions are given
without parentheses for sequence positions and in parentheses for the alignment positions.

Daughter Major parent  Minor Parent ~ Region ~ Minimum Method P-Value
Size (bp)
wVulP wVulC wVulM 502-564 61 RDP 3.380E-7
(505-579) BootScan 3.422E-7
Chimaera 1.360E-5
Siscan 1.059E-5
wNas wVulC wVulM 803-874 70 RDP -
(812-884) BootScan 1.008E-8
Chimaera 9.607E-3
Siscan 9.991E-4

The second recombinant fragment was found in the wNas sequence by three of the
methods used with lower probabilities than those of the recombinant fragment identified in
wVulP: Bootscanning (P <10"7), Chimaera (P<10 %) and Siscan (P <10 °). This
recombination event was not detected by the RDP method. Major and minor parents were
respectively identified as wVulC and wVulM. The size of the recombinant fragment is 70 bp
(1st breakpoint between positions 766 and 812 and second breakpoint between positions 884
and 931) located in the intergenic region between wsp and rpoH (see Figure I1I-2 and Table
IT1-3). Excluding indels, wNas is more closely related to wVulC (major parent) than to
wVulM in the first 802 bases of the wsp sequence (respectively 99.5% and 89.3% of identity).
In this region, wNas differs from wVulC by three non-synonymous substitutions in the coding
region of wsp (positions 433, 536 and 614, see Figure III-2 and Figure III-3) and 1
substitution in the non-coding intergenic region (position 766 of wNas sequence). wNas and
wVulC sequences are identical in the last 266 bases of the alignment and differ by 1.9% of
divergence from wVulM. In the recombinant region, wNas is more closely related to wVulM
than to wVulC (respectively 98.6% and 83.5% of identity). Within the wsp coding region, the
observed divergence leads to three amino acid changes when compared to wVulC protein

sequence (Figure III-3). No stop codon or frame shift was found in this region.
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wwul C 301 ATGCCTATCA CTCCATACGT TGGTGTTGGT GTTGGTGCAG CATATGTAAG CAATCCTTTA
wwul P 301
wwul M 301
wNas 301
WAl bum 301
wwul C 361
wwul P 361
wwul M 361
wNas 361
WAl bum 361
wwul C 421
wwul P 421
wwul M 421
wNas 421
WAl bum 421
wwul C 481
wwul P 481
wwul M 481
wNas 481
WAl bum 481
wwul C 541
wwul P 541
wwul M 541
wNas 541
WAl bum 541
wwul C 601
wwul P 601
wwul M 601
wNas 601
WAl bum 601
wwul C 661
wwul P 661
wWul M 661
wNas 661
WAl bum 661
wwul C 721
wwul P 721
wwul M 721
wNas 721
WAl bum 721
wwul C 781
wwul P 781
wwul M 781
wNas 781
WAl bum 781
wwul C 841
wwul P 841
wwul M 841
wNas 841
WAl bum 841
wwul C 901
wwul P 901
wwul M 901
wNas 901
WAl bum 901

Figure III-2 Nucleic partial sequences of wsp gene and its 3'-adjacent region of the five Wolbachia strains
sequenced in Armadillidium genus (only positions 301 to 960 of the alignment are shown). 1st position of
the alignment corresponds to the 106th position of wsp gene. Codon stop is located at position 625. Heat
Shock o-factor RpoH locus starts at position 922. Numbers under sequence alignments correspond to
breakpoints identified with DNAsp.
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wVulC 1 SYYVRLQYNG EVLPFKTKI D G EYKKNN- D AQDPLKASFM AGSGAFGYKM DDI RVDVEGL
wVulP 1 e e e e e e
wVulM 1 ... P S T DK ... s L e
wNas 1 e e e e e e
wAlbum 1 . e e e e e e
wVulC 60

wVulP 60

wVulM 61

wNas 60

wAlbum 60

wVulC 120
wVulP 120
wVulM 121
wNas 120
wAlbum 120

wVulC 180
wVulP 176
wVulM 176
wNas 180
wAlbum 180

Figure III-3 Alignment of the deduced amino acid sequences of wsp gene of the five Wolbachia strains
sequenced in Armadillidium genus. 1** position of the alignment corresponds to the 36™ position of WSP
protein. Numbers under sequence alignments correspond to breakpoints identified with DNAsp on DNA
sequences.

3. Intergenomic origin of recombinations

Because the same recombinant sequences were found independently in the different
samples of A. vulgare, it is unlikely that the observed sequences are artefacts. The published
Wolbachia genomes show two paralogs of the wsp gene (wspB and wspC). Therefore
intragenomic recombination could occur between the two paralogs and the wsp gene (wspA)
leading to a chimeric form of wsp. In order to evaluate the hypothesis of intragenomic
recombination, BLAST searches of wVul recombinant fragments were performed against the
available Wolbachia genomes (wMel, wAna, wPip, and wBm). No significant alignment of
the recombinant regions were found while wspA and rpoH parts of the wVulP sequence match
respectively with the corresponding regions of wMel genome (1 significant hit) and no
significant matches were recorded with the corresponding wspB and wspC paralogs. These
results appear to exclude an intragenomic recombination and suggest intergenic

recombinations between the two different Wolbachia strains, wVulC and wVulM.

4. Phylogenetic analysis
Phylogenies based on wsp, groE and fisZ including Wolbachia strains infecting other
arthropods show topologies similar to those previously published on /6S ¥rRNA, ftsZ and wsp
(Figure III-1 and III-4, see also Bouchon et al., 1998; Cordaux et al., 2001). For all genes,

Wolbachia infecting terrestrial isopods form a monophyletic clade inside the B-supergroup.

66



I1l. Polymorphisme du parasite Wolbachia : féminisation et recombinaisons intergénomiques

D. Discussion

1. Evidence for recombination

Five Wolbachia strains have been observed to infect Armadillidium species: wVulC,
wVulM and a new one, wVulP, found in 4. vulgare, wNas found in 4. nasatum and wAlbum
found in 4. album. wsp sequence comparisons and statistical analysis reveal the existence of
recombination between feminizing Wolbachia strains. Two recombinant strains (wVulP and
wNas) were identified in two different host species within the genus Armadillidium. In both
cases, statistical analyses suggest that a small gene fragment (61 bp in wVulP and 70 bp in
wNas) of a strain closely related to wVulM (minor parent) has been inserted into the genome
of an other strain closely related to wVulC (major parent). No evidence of intragenomic
recombination has been found within the two wsp paralog genes recorded in the Wolbachia
genomes (Foster ef al., 2005; Wu et al., 2004). The two recombinant strains wVulP and wNas
show only two nucleotide differences in the wsp and rpoH sequences, recombinant regions
excluded. This confirms the previous work of Cordaux et al. (2004) suggesting that A.
vulgare and A. nasatum share a common ancestral Wolbachia strain which constitutes the

major parent of the two recombinant strains.

2. Recombination consequences on phylogenetic analysis
None of the recombination events described here confound the evolutionary
relationships of Wolbachia strains because recombinations occurred between closely related
strains of the same group (Figures III-1 and III-4) and because the recombinant fragments are
too small. This is confirmed by previous results using four different genes (/6S rDNA, ftsZ,
wsp and groE) where Wolbachia infecting isopod species clustered together (Bouchon et al.,
1998; Cordaux et al., 2001). Moreover, due to poor alignment accuracy, the 4th HVR of wsp,

where recombination occurs, is generally removed from phylogenetic analyses.

3. Intragenomic recombination
BLAST searches using the recombinant sequences as queries produce no significant
alignment with any already known wsp paralogs. This confirms that an intragenomic
recombination is unlikely within the feminizing Wolbachia. However we cannot completely

exclude this possibility because the wVul wsp paralogs are not yet known.
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Figure I1I-4 Phylogenetic tree of Wolbachia strains based on wsp. The tree is based on the comparison of
528 bases of the wsp gene, using the neighbour-joining method. Numbers at the nodes are bootstrap
scores. Only values higher than 50 are shown. Strains are identified by the host from which they were
isolated. The five Wolbachia strains from Armadillidium species (wVulC, wVulM, wVulP, wNas and
wAlbum) are shown in bold. Accession numbers of wsp sequences from other arthropod symbionts are
listed in Table III-2.

4. Evolutionary implications

The existence of recombinant Wolbachia strains in Armadillidium species offers new
insight into the mechanisms that control genetic diversity of feminizing Wolbachia. A number
of studies have shown multiple infections of Wolbachia that induce CI in insects (e.g. Vavre
et al., 1999; Werren et al., 1995a; Werren & Windsor, 2000) and there is a growing amount of
evidence indicating the existence of horizontal transfers between host species (e.g. Cordaux et
al., 2001; Cordaux et al., 2004; van Borm et al., 2003; Vavre et al., 1999). As CI actively
maintains multiple infections (Frank, 1998), horizontal transfers and recombination events

may be favoured in such Wolbachia strains. The present study suggests that such
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recombination events can occur in feminizing Wolbachia. Natural multiple infections in a
single host have been demonstrated in neither 4. vulgare, nor any other woodlouse species.
As previously proposed by Cordaux et al. (2004) in 4. vulgare, multi-infections are expected
when horizontal transfers occur. In isopods, such horizontal transfers can occur by blood
contact between wounded infected and uninfected woodlice (Rigaud & Juchault, 1995) or by
the route of parasitism (parasitoid flies or phoretic mites; Cordaux et al, 2001). Using
experimental horizontal transfers, Bouchon et al. (1998) have shown that 4. nasatum and A.
vulgare Wolbachia strains can feminize different closely related isopod species. Rigaud et al.
(2001) showed similar results but demonstrated that after experimental horizontal transfer, the
vertical transmission of Wolbachia is not always successful. Moreover, Wolbachia horizontal
transfer from A. vulgare to A. nasatum results in both effective feminisation and vertical
transmission but the reverse transfer from A. nasatum to A. vulgare ends in both less effective
feminisation and vertical transmission. This asymmetry in resulting phenotype highlights the
fact that even closely related Wolbachia strains are adapted to their own hosts. The Wolbachia
strain of 4. vulgare used in the study of Rigaud et al. (2001) which has the same origin as
wVulC seems less specialised than the strain of 4. nasatum.

Due to the symbiotic life of Wolbachia, a short period of contact between two bacteria
in a single host cell is sufficient to favour recombination. One scenario is that double
infections of parental Wolbachia strains have occurred in one individual. Recently,
simultaneous injections of two different Wolbachia strains in A. vulgare have led to stable bi-
infections in the recipients for at least nine months (Johnson, pers. comm.). The strains were
transmitted independently to the progeny. If there is a recombination event, this suggests that
the new recombinant strain can be transmitted to the next generation, and then spread in the
population.

WO-B phage element is known to recombine between different Wolbachia strains
infecting the host (Bordenstein & Wernegreen, 2004). According to the "intracellular arena"
hypothesis, WO-B phage could play a role in recombination by transferring genetic material
from one strain to another within a single host. WO-B phage is also present in wVul strains
(Braquart-Varnier et al., 2005). However no evidence of horizontal transfer of WO-B phage

from a host to another has yet been found.

5. wVulC, an invading strain ?
Although wNas is the only Wolbachia strain known in A. nasatum, this study

demonstrates a genetic exchange with one strain from A. vulgare. Horizontal transfers are
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expected between 4. vulgare and A. nasatum, because they are found in the same biotopes
(i.e. grass-land, gardens). On the contrary, no genetic exchange is expected with 4. album
which is a coastal species inhabiting sandy beaches and is rarely found in close contact with
other woodlice species. As recombination allows the acquisition of new genetic material and
potentially a new capacity to adapt to new hosts, it may help the successful colonization of
non-adapted Wolbachia strain in an already infected host. In that respect, wVulC (which is
potentially the major parent of the recombinant strains) seems to be spreading within the
Armadillidium spp. hosts. This corroborates the hypothesis of Cordaux et al. (2004) who
suggested that wVulC is a recent invader of 4. vulgare populations, wVulM being the initial
resident. The recombination observed in the wVulP strain could be the result of the contact
between wVulC and wVulM in the same populations.

In conclusion, the discovery of recombinant Wolbachia strains infecting
Armadillidium species suggests that recombination can occur in feminizing Wolbachia even if
no evidence of multiple-infections has been shown to date. New bacterial acquisitions by
horizontal transfers of Wolbachia seem to be frequent in Armadillidium species and could be

a major source of Wolbachia genetic diversity.
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V. Comparaison du polymorphisme de I'ADN nucléaire et
de I'ADN mitochondrial : dynamique de  Wolbachia et auto-

stop génétique sur 'ADN mitochondrial

Les prévalences de Wolbachia sont trés variables dans les populations naturelles
(Juchault et al., 1993; Rigaud et al., 1999). Les prévalences de Wolbachia observées sont
généralement plus faibles que celles prédites par les modeles théoriques les plus simples (Bull,
1983; Hatcher, 2000; Taylor, 1990). Bien que plusieurs hypothéses ont été proposées pour les
expliquer, [préférences sexuelles des males pour les femelles non-infectées (Hatcher, 2000;
Moreau et al., 2001; Randerson et al., 2000), risque d'extinction accru des populations
fortement infectées (Hatcher et al., 1999; Hatcher, 2000; Hatcher et al., 2000), compétition
avec 1'élément /* (Juchault & Mocquart, 1993; Legrand & Juchault, 1984), réle d'un complexe
de genes de résistance a la transmission de Wolbachia (Grandjean et al., 1993; Juchault et al.,
1992; Rigaud et al., 1999)], les prévalences de Wolbachia restent mal comprises. Juchault et
al. (1993) ont proposé que les fréquences des facteurs déterminant le sexe évoluent de fagcon
cyclique dans les populations. Comme sa transmission est maternelle, Wolbachia peut
entrainer avec elle par auto-stop génétique 1'ensemble du cytoplasme qui lui est associg, et en
particulier 'ADN mitochondrial. Wolbachia est donc susceptible de fortement influencer la
structuration génétique mitochondrial de son hote. L'analyse de cette derniére peut donc
apporter des informations sur la dynamique de Wolbachia dans les populations hotes.

Rigaud et al. (1999) ont analysé la structuration génétique d'A. vulgare par RFLP sur
I'ADN mitochondrial total. Contrairement a ce qui se passe chez d'autres espéces infectées par
Wolbachia (voir Chapitre I Introduction), ils ont relevé une forte structuration génétique
mitochondriale entre populations. Ils ont proposé que le polymorphisme et la structuration
observés sur I'ADN mitochondrial étaient liés a 1'évolution des facteurs sexuels (dont
Wolbachia) dans les populations. Cependant, certaines hypothéses alternatives, telles que
faible capacité de dispersion et/ou goulots d'étranglement démographiques n'ont pas pu étre
exclues. La structuration génétique nucléaire et mitochondriale d'4. vulgare et les prévalences
de Wolbachia ont donc été analysées et comparées dans 13 populations naturelles afin de
mieux comprendre la dynamique des prévalences de Wolbachia. Les marqueurs utilisés sont
cinq loci microsatellites (génome nucléaire de 1'hdte), un fragment du geéne Cytochrome
Oxydase Il (COX2 ; génome mitochondrial de I'héte) et le géne wsp (génome de Wolbachia).

Les éveénements de type démographique (goulots d'étranglement démographiques récurrents,
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extinctions-recolonisations fréquentes) vont affecter a la fois les marqueurs nucléaires et
mitochondriaux. Par contre, si la structuration et le polymorphisme mitochondriaux sont
fortement influencés par Wolbachia, alors seul I'ADN mitochondrial présentera des traces de
sélection.

Les prévalences de Wolbachia sont relativement faibles et comparables a celles
observées dans les études précédentes (Juchault et al., 1993; Rigaud et al., 1999). Cependant,
Wolbachia est présente dans 11 des 13 populations échantillonnées. Les trois souches connues
de Wolbachia (wVulC, wVulM et wVulP) ont été observées. Six populations hébergent deux
ou trois souches de Wolbachia. wVulC est la souche la plus largement répandue dans les
populations échantillonnées. La structuration des prévalences de Wolbachia n'est pas corrélée
aux distances géographiques.

Les cinqg loci microsatellites utilisés montrent un fort polymorphisme génétique et une
faible structuration génétique (Fsr=0,029) compatible avec un modéle d'isolement par la
distance. Le géne CO II montre au contraire un polymorphisme faible (2 a 4 mitotypes par
populations) et variable (diversité génique G=0,13 a 0,76) et une forte structuration
génétique (Fsr = 0,421) incompatible avec un modéle d'isolement par la distance. Les tests de
goulot d'étranglement démographique réalisés sur les données microsatellites sont significatifs
dans seulement quatre populations sur treize. Les causes démographiques peuvent donc étre
rejetées. Par contre, les tests de Fu réalisés sur les séquences d'’ADN mitochondrial sont
significatifs dans toutes les populations et indiquent un déficit du nombre de mitotypes étant
donné le polymorphisme nucléotidique observé. Associés au fort déséquilibre de liaison qui
existe entre certains mitotypes et Wolbachia, ces résultats suggeérent que les facteurs
féminisants sont soumis a une sélection de type fréquence-dépendante et entrainent avec eux
I'ADN mitochondrial par auto-stop génétique. La structuration de I'ADN mitochondrial ne
refléte donc pas uniquement les flux de geénes entre populations d'4. vulgare, mais aussi

I'évolution des facteurs sexuels chez cette espéce.

Article préparé pour la revue Molecular Ecology.
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Abstract:

In Armadillidium vulgare (Crustacea, Oniscidea) Wolbachia induce feminization of
genetic males to improve its vertical transmission via the eggs. Because of its mode of
inheritance, the spread of Wolbachia within and across populations is expected to influence
mtDNA genetic structure by hitchhiking. In order to test the effect of Wolbachia on genetic
diversity in 4. vulgare, we analysed Wolbachia prevalence, and nuclear and mtDNA genetic
structure in 13 populations of the woodlice host. Percentages of males ranged from 15% to
74% and Wolbachia infection levels were highly variable from one population to the next,
ranging from 0 to 100% of sampled females. All three Wolbachia strains previously observed
in A. vulgare were present (wVulC, wVulM and wVulP) with wVulC being the most prevalent
(9 out of 13 populations). A significant genetic structure compatible with isolation by distance
was observed on the five used microsatellites loci. The strong genetic structure observed on
mtDNA is correlated with Wolbachia prevalence structure. High linkage disequilibrium was

found between the three observed strains of Wolbachia and mtDNA. Neutrality tests on
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mtDNA polymorphism indicate a pattern compatible with frequency-dependant selection.
Wolbachia and other sex ratio factors thus seem to be under frequency-dependant selection

and induce hitchhiking on mtDNA.

A. Introduction

Mitochondrial DNA is often used in population genetic studies because it is easy to
use and it is generally considered to be a good marker to study the phylogeographic history of
a given species or to infer female gene flow. Moreover, the comparison of mtDNA and
nuclear genetic structure can lead to the study of sex bias dispersion and to the determination
of the more phylopatric sex. There are now many examples of population genetic studies that
compare mtDNA and nuclear genetic structure to infer sex bias dispersion (e.g. Girman et al.,
2001; Scribner et al., 2001; Seielstad et al, 1998; Tiedemann et al., 2004) including
arthropods studies (i.e. Gyllenstrand & Seppd, 2003; Hurwood et al., 2003; Ross et al., 1999;
Salvato et al., 2002). However, it is now well known that inherited symbionts (i.e. non neutral
cytoplasmic factors, including Wolbachia, Microsporidia, Rikettsia and Spiroplasma) can
alter the mtDNA genetic diversity and structure by hitchhiking (see Hurst & Jiggins, 2005 for
a review). Such a situation is found, for example, in Drosophila simulans or in Porcellionides
pruinosus. In both cases, the rapid spread of the reproductive parasite Wolbachia dramatically
reduced mtDNA polymorphism (Ballard & Kreitman, 1994; Ballard et al., 1996; Ballard,
2000a; Dean et al., 2003; Marcadé et al., 1999). Many other studies have shown similar
effects of the spread of Wolbachia on mtDNA polymorphism in other species (i.e. Dyer &
Jaenike, 2004; Jiggins, 2003; Johnstone & Hurst, 1996; Schulenburg et al., 2002; Shoemaker
et al., 1999; Shoemaker et al., 2004). Wolbachia is estimated to infect between 20 and 73% of
arthropods (Bouchon et al, 1998; Breeuwer & Jacobs, 1996; Goodacre et al., 2006;
Jeyaprakash & Hoy, 2000; Werren & Windsor, 2000). As a consequence, it is important to
take into account the possible effects of cytoplasmic factors on mtDNA in population genetic
studies.

The comparison of neutral nuclear genetic markers and mtDNA can enable the
detection of selection pressure on the associated cytoplasmic factors. Neutral markers are
expected to follow a model of isolation by distance, whereas non neutral markers are not
expected to follow such a model if selection pressures differ between populations. As a
consequence, before inferring gene flow and dispersion patterns in a given species it is

important to know if factors such as selective pressure or endosymbionts like Wolbachia are
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present and what may be their effects on the genetic structure of their hosts. A non neutral
marker (under selection or linked to a selected gene) is expected to show a distinct
polymorphism pattern as compared to that of a neutral marker. Such patterns can be tested
with Tajima's test (Tajima, 1989) or Fu's test (Fu, 1997), among others.

The terrestrial isopod Armadillidium vulgare is a good and original model to test the
effect of Wolbachia on genetic structure. This species exhibits a polymorphism of infection
(two strains wVulC and wVulM and the variant wVulP (Cordaux et al., 2004; Verne et al.,
2007), as well as a relatively high mtDNA polymorphism (Rigaud et al., 1999). In A. vulgare,
Wolbachia inverts genetic males into functional females. The strains wVulC and wVulM are
feminizing strains and they seem to exhibit different life history traits and consequently
different evolutionary strategies (Cordaux et al., 2004). The phenotype of wVulP is unknown
but it is suspected to be feminizing as well. Another feminizing factor labelled f of unknown
origin (Juchault & Mocquart, 1993), is known in 4. vulgare. Although both f and the
intracytoplasmic Wolbachia can lead to female-biased sex ratios in the wild, they do not have
identical patterns of transmission. Wolbachia is maternally transmitted, wheras f, a non-
Mendelian genetic element, undergoes a partial amount of paternal transmission, mainly due
to the selection of host autosomal genes repressing the feminizing effect of /' (Rigaud et al.,
1999). In natural populations, two such autosomal resistance genes are observed; a
masculinizing gene and a complex of resistance genes. The masculinizing gene “M” is able to
restore male phenotype in the presence of the f element but not in the presence of Wolbachia
(Rigaud & Juchault, 1993). In the latter case, the masculinizing gene leads to female biased
progenies of Wolbachia-infected females. The complex of resistance genes “7” interrupts the
vertical transmission of Wolbachia to the progeny but has no effect on . Natural populations
are mainly composed of neo-females (genetic males having been converted into functional
females) due to the presence of sex ratio distorters (f, Wolbachia). Indeed, only one out of 30
populations in temperate European regions contains solely genetic females (Juchault et al.,
1993).

In a previous study, Rigaud ef al. (1999) analysed mtDNA and sex ratio distorters in
French populations of A. vulgare. Their results revealed a strong mtDNA structure, a result
for which they proposed three non exclusive hypotheses: the effects of maternally inherited
sex ratio distorters, a low dispersal capacity and/or strong population bottlenecks. In order to
further our understanding of genetic structure in A. vulgare, a comparison of a mtDNA

marker with one or several nuclear genetic markers should be undertaken.
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Thus, in the present study, mitochondrial and nuclear genetic diversity were examined
in populations of 4. vulgare along a close to 100 km long transect and an attempt was made to
examine Wolbachia prevalence, genetic diversity in 4. vulgare and to determine the role of

Wolbachia and other sex factors in the genetic structure of its host.

B. Materials and Methods

1. Sample collection
13 populations were sampled along a transect of 97 km from Ensoulesse (north-east of
Poitiers) to Villeneuve (south-west of Niort) in France (Figure IV-1). Sample sizes are
summarized in Table IV-1. In all 400 specimens were collected (240 females and 160 males).
Departure in percentage of males from 50% was tested using replicated Goodness-of-fit tests

as presented by Sokal and Rohlf (1995).

2. Molecular biology techniques
Total genomic DNA was extracted from ovaries and neural tissues using a phenol-chloroform
protocol (Kocher et al., 1989). Total genomic DNA concentrations were homogenized to
30 ng/ pul.
Wolbachia detection : Presence of Wolbachia was tested by PCR amplification of the wsp
region (= 580 bp) in each individual (160 males and 240 females in total) using wsp 81F and
wsp 691R primers, as described in Michel-Salzat et al. (2001). DNA concentrations were
homogenized to 60ng per PCR reaction (final volume of 25 pl). The identification of
Wolbachia strains in the studied populations was checked by sequencing the wsp gene in all
infected specimens as described in Cordaux ef al. (2004). Sequences were deposited in
Genbank under accession numbers: DQ778095-DQ778107.
Amplification of microsatellites: Five polymorphic microsatellite loci (4vI, Av2, Av5, Av6
and Av8) were used in the present study to assess nuclear genetic variation in A. vulgare
(Verne et al., 2006). All experimental procedures for microsatellite genotyping were strictly
identical to those described in Verne et al. (2006). 268 individuals (110 males and 158
females) from the 13 populations were fully genotyped at the five loci. A minimum of 18 and
a maximum of 24 individuals were genotyped from each population (Table IV-3), these
numbers being a function of the number of specimens collected at each site.
mtDNA sequence: 169 females of the 240 sampled were randomly chosen and their mtDNA
sequenced. To this end, a region of ~1550 bp was amplified using primers 5f4 (5'-
GCACCACATCACGCCATCATT) and 513 (5'-GCTTTACCCTCACTTCGGCTT) (Marcadé
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et al., unpublished). The temperature cycling was 95°C for 3 min.; then 40 cycles of 95°C for
45 sec., 55°C for 45 sec., and 72°C for 100 sec.; and finally a single cycle at 72°C for 15 min.
We sequenced a 610-615bp fragment of mtDNA comprising the 3'- part of COX2 gene
(354bp) and its 3’ adjacent region (256-261 bp) using the internal primer CO2dir (5'-
GAGAGYCCYATCCTTGAAGAAG). Sequences were checked using the 5r3 reverse
primer. An Armadillidium maculatum sequence (laboratory strain) was used as an outgroup.
DNA sequences were aligned manually with Bioedit (Hall, 1999). All sequences were
deposited in Genbank under accession numbers: EF519916-EF519952.

3. Within population diversity

Microsatellites: The allelic richness, which corrects the observed number of alleles

for differences in sample size, was computed by the rarefaction method using HP-Rare
(Kalinowski, 2004; Kalinowski, 2005). The observed heterozygosity (Hp) and unbiased
expected heterozygosity (Hg) (Nei, 1978) were computed with GENETIX 4.05 (Belkhir et al.,
2004). Differences between populations in allelic richness and Hy were assessed using
Friedman's test. Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were tested using the exact
probability test of Guo & Thompson (1992) available in GENEPOP 3.2a (Raymond &
Rousset, 1995). Significance levels were calculated at each locus for each population, and
over all loci for each population. Genotypic linkage disequilibrium between each pair of loci
was estimated by Fisher's exact tests. Tests for both deviations from Hardy-Weinberg
equilibrium and linkage disequilibrium were performed using Markov chains (10000
dememorization steps, 100 batches, 5000 iterations/batch).

Mitochondrial DNA: Mitotype number, effective mitotype number and Nei's (1987) gene

diversity corrected for sample size (which is equivalent to expected heterozygosity of
microsatellite loci) were calculated with GENODIVE software (Meirmans & Van Tienderen,
2004). Nucleotide diversity (m,), defined as the average number of pairwise nucleotide
differences per site (Nei & Li, 1979), and 6 (=2Np, where N is the effective population size
and p is the mutation rate), which is based on the number of segregating sites (Nei, 1987;
Watterson, 1975), were calculated using the program DnaSP (Rozas & Rozas, 1999).
Phylogenetic and molecular evolutionary analyses of observed mitotypes were conducted
using MEGA version 3.1 (Kumar et al., 2004). Genetic distances between mitotypes were
estimated using Kimura's two parameter model (Kimura, 1980). These distances were used to
construct a phylogenetic tree according to the Neighbor-joining method (Saitou & Nei, 1987).

Bootstrap analyses (1000 replicates) were performed to determine the robustness of the tree.
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Linkage disequilibrium between mtDNA and infection status was measured using D’ statistic
(Lewontin, 1964). Exact test of linkage disequilibrium was performed across the entire
sample (n=171 genotypes) using Arlequin software (Excoffier et al., 2005). Markov chain
was set with default parameters (50,000 dememorization steps, Markov chain of 100,000

steps).

4. Neutrality tests
Genetic diversity can be influenced by several factors including selection pressure and
Wolbachia hitchhiking, which should not affect microsatellites, and drastic reductions in
population size, which should affect both mitochondrial and nuclear genetic diversities.

Microsatellites: We tested the population bottleneck hypothesis using two methods

implemented in Bottleneck software v1.2.02 (Piry et al., 1999): the "sign test", (Cornuet &
Luikart, 1996) and the "Wilcoxon sign-ranks test" (Luikart & Cornuet, 1998). Three mutation
models were tested: Infinite Allele Model (IAM), one-step Stepwise Mutation Model (SMM)
and Two Phase Model (TPM) with 95% single step mutations and 5% multiple-step
mutations.

Mitochondrial DNA: In order to test deviations from neutrality, Tajima's test (Tajima, 1989),

Fu and Li’s test (Fu & Li, 1993) and Fu's Fs test (Fu, 1997) were performed for each

population using NeutralityTest software (http://www.hgc.sph.uth.tmc.edu/neutrality test/; Li
& Fu, submitted). The first test compares estimates of the number of segregating sites and the
average number of nucleotide differences that are correlated under the neutral model.
Selection, hitchhiking or population size variations produce deviations in the correlations
between these two parameters. The second test compares the number of external mutations
with nucleotide diversity. The third test compares the observed number of alleles and the
expected number of alleles given the observed number of pairwise differences, taken as an
estimator of 6. Although it was primarily designed to detect an excess of haplotypes given the

number of mutations (Fu, 1997), we used it here to detect a deficit of haplotypes.

5. Genetic structure

Genetic differentiation: Genetic differentiation between populations was estimated using

pairwise Fgr estimates according to Weir & Cockerham (Weir & Cockerham, 1984) as
implemented in the GENETIX program 4.05 (Belkhir ef al., 2004). Due to a limited number
of both loci and individuals, Fsr was preferred over Rgr as a measure of genetic differentiation
(Gaggiotti et al., 1999; Rossiter et al., 2000). Significance of pairwise Fsr was tested with

GENETIX's permutation procedure using 10000 permutations. Estimates of mtDNA
78



1V. Comparaison du polymorphisme de I'ADN nucléaire et de 'ADN mitochondrial : dynamique de  Wolbachia
et auto-stop génétique sur I'ADN mitochondrial

differenciation between pairs were calculated by taking into account (¢sr) or by not taking
into account (Fsy) mitotype divergence using Arlequin software (Excoffier et al., 2005).
AMOVA were successively performed with Arlequin software (Excoffier et al., 2005) on
microsatellite data, mitochondrial DNA and Wolbachia genetic structures.

Isolation by distance: Mantel tests and partial Mantel tests were performed to discriminate

between the effects of isolation by distance and the effects of Wolbachia on microsatellite and
mtDNA genetic structures. Fsr and ¢sr were respectively transformed in Fsr/(1-Fsr) and
os7/(1-psr) according to Rousset (1997). The program FSTAT (Goudet, 1995; Goudet, 2001)
was used to estimate the correlation among the matrices of genetic distances based on
mitochondrial marker, microsatellite loci, Wolbachia prevalence and the matrix of log-

transformed geographic distances.

C. Results

1. Within locality diversity

Observed percentage of males ranged from 15% to 74% (Table IV-1 and Figure IV-1).
Replicated goodness-of-fit test indicated a percentage of males significantly different from
50% for the whole sample (Gr=16.11 ; df=1; P = 6.10"), but with significant heterogeneity
between samples (Gy = 35,25; df=12 ; P=0,0004) and a percentage of males significantly
lower than 50% when samples were pooled (40% of males ; Gp=16,11 ; df=1; P=6.10"").
After Bonferroni corrections, only the population St Maixent showed a percentage of males
significantly lower than 50% in the sample (15%). One uninfected female intersex was found
in the population of Chizé. Such intersex individual can be the product of incomplete
feminization by the f'element (Legrand & Juchault, 1969).

Wolbachia diversity: Wolbachia were found to be present in 11 of the 13 sampled

populations and exhibited infection levels that were highly variable from one population to
the next, ranging from 0 to 100% of sampled females and from 0 to 63% when all sampled
individuals are considered (Table IV-1 and Figure IV-1). Only 4 of the Wolbachia-containing
populations exhibited infection levels that were above 50% in sampled females. wsp sequence
analyses revealed that all three Wolbachia strains previously observed in 4. vulgare were
present (wVulC, wVulM and wVulP) and that these were identical to previously published
sequences of these strains (Cordaux et al., 2004; Verne et al., 2007). wVulC was the most

prevalent (9 out of 13 populations), followed by wVulM (6 out of 13 populations) and finally

79



1V. Comparaison du polymorphisme de I'ADN nucléaire et de 'ADN mitochondrial : dynamique de  Wolbachia
et auto-stop génétique sur I'ADN mitochondrial

wVulP (2 populations). One population contained all three strains, 5 contained 2 strains and

another 5 contained only one of the three strains.
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Figure IV-1 Wolbachia prevalence in 13 populations of Armadillidium vulgare. One unifected intersex was
observed in the Chizé population.
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Figure IV-2 Mitotype distribution in 13 populations of Armadillidium vulgare. Only females were
genotyped.
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Table I'V-1 Sex ratio and Wolbachia prevalence in studied populations. Sample size of collected individuals
in the field (N), percentage of males, probability of goodness-of-fit test of biased percentage of males (G),
and Wolbachia prevalence on the whole samples are given. Bold value for the G test indicates significant
result after Bonferroni correction for 13 simultaneous tests.

Wolbachia prevalence in whole populations

Population N % of males P(G)

wVulC  wVulM  wVulP All
RBINord 19 0.74 0.038 1 - - 1
RBICentre 18 0.50 1 2 - - 2
RBISud 19 0.26 0.038 3 5 - 3
Villeneuve 47 0.51 0.885 - - - -
St Séverin 35 0.40 0.239 - 14 - 14
Chizé 46 0.35 0.039 - - - -
Beauvoir 34 0.47 0.733 1 2 - 3
Gript 34 0.29 0.016 2 1 - 3
La Créche 39 0.44 0.426 1 2 - 3
St Maixent 41 0.15 <10° 26 - - 26
Coulombiers 30 0.27 0.010 3 - - 3
Poitiers 19 0.58 0.496 3 4 8
Ensoulesse 19 0.53 0.821 - 1 1 2
Whole sample 400 0.40 42 26 5 73

mtDNA diversity: Based on COX2 sequences, eight mitotypes were found in the studied

populations of A. vulgare (Figure 1V-2). Mitotype divergence ranged from 0.16 t06.15%
(mean 3.78%) in the studied populations. Mitotype diversity, however, was low (Table IV-2).
In all, 8 mitotypes were found. Phylogenetic relationships show a high divergence between
the more distant mitotypes (Figure IV-3). However, mitochondrial gene diversity is not
equally distributed between populations (Table IV-2). 2 to 4 mitotypes were observed in each
population. Nei's gene diversity and effective mitotype number are highly wvariable,
respectively ranging from 0.13 to 0.76 and from 1.14 to 3.31. 6 and &, are also variable,
ranging respectively from 0.010 (Gript) to 0.022 (Coulombiers) and from 0.005 (S' Maixent)
to 0.030 (Coulombiers).
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Table I'V-2 Within population mtDNA polymorphism analysis. V, sample size ; M, mitotype number ; M,
effective mitotype number ; Gy,;, corrected gene diversity ; 0 (per site) ; z,, nucleotide diversity ; Dy,
value of Tajima's test of neutrality (Tajima, 1989) ; Ds, statistic of Fu and Li's test ; statistic of Fu's test
(Fu, 1997). * and *** indicate significant values (respectively at 1% and 5% probability level) after
sequential Bonferroni corrections for 13 simultaneous tests.

N M My Grei 0 T, Tajima's D Fu and Li's Ds Fu's Fs
RBINord 5 2 1.47 0.40 0.0157 0.0131 -1.059 -1,059 6.203 *
RBISud 13 4 331 0.76  0.0191 0.0188 0.580 1,469 * 9.572 *
RBICentre 15 3 227 0.60 0.0116 0.0133 -0.067 -0,052 8.183 *
Villeneuve 15 2 1.14 0.13 0.0142 0.0061 22202 *kx* 23,041 *** 7643 *
S' Sevenin 14 3 1.56 0.38 0.0171 0.0122  -1.151 -0,514 8.440 *
Chizé 16 4 225 0.59 0.0178 0.0127  -1.126 -0,322 7.135 *
Beauvoir 16 3 1.91 0.51 0.0113 0.0159 1.476 1,478 * 11.222
Gript 16 2 1.28 0.23 0.0104 0.0081 -0.846 1,464 * 9.517 *
La Creche 15 3 1.99 0.53 0.0111 0.0126 0.514 1,463 * 9.100 *
S' Maixent 15 2 1.14 0.13 0.0106 0.0046  -2,156 * -2,962 *** 6,194 *
Coulombiers 14 3 265 0.67 0.0216 0.0290 1.344 1,524 *** 14953 #**x*
Poitiers 3 1.59 042 0.0164 0.0149 _-0.434 -0,699 6.246 *
Ensoulesse 8 3 2.46 0.68 0.0199 0.0132 -0.053 0,925 8.229 *

Microsatellite diversity: Microsatellite genetic diversity was high in all populations and

exhibited low variability among populations (Table IV-3). Allelic richness and expected
heterozygoty ranged respectively from 6.88 to 8.77 and from 0.68 to 0.80. No significant
differences in expected heterozygoty and allelic richness were found between populations
(Friedman's Test, respectively P=0.0668 and P =0.1553). No significant departure from
Hardy-Weinberg equilibrium was detected. However, Fis values were globally positive (only
one negative value in the Coulombiers population), and may suggest the existence of null
alleles at low frequencies in the majority of the populations. No significant linkage
disequilibrium between loci was detected.

Table IV-3 Microsatellite polymorphism within populations: sample size (V), estimated number of alleles
after rarefaction (V,), observed and expected heterozygosities (H, and H,), F;s value.

Population N Ny H, H., Fis
RBINord 19 8.06 0.68 0.76 0.101
RBICentre 19 7.86 0.76 0.77 0.020
RBISud 18 8.20 0.71 0.80 0.111
Villeneuve 23 8.77 0.76 0.78 0.025
St Séverin 23 8.58 0.72 0.79 0.086
Chizé 21 8.70 0.78 0.77 0.004
Beauvoir 20 8.10 0.73 0.76 0.044
Gript 20 7.72 0.66 0.74 0.114
La Créche 20 7.37 0.65 0.71 0.084
St Maixent 24 7.85 0.69 0.69 -0.003
Coulombiers 21 7.93 0.74 0.72 -0.036
Poitiers 19 6.88 0.67 0.68 0.006
Ensoulesse 19 8.02 0.68 0.72 0.050
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2. Wolbachia-mtDNA linkage disequilibrium

Significant linkage disequilibrium was found between Wolbachia infection status and
mtDNA (exact test of linkage disequilibrium, P < 10”). Distribution of mitotypes according
to the sampling location and the infection status of females are shown in supplementary Table
IV-9. wVulP is associated only with mitotype AvB (D’ =1). wVulC and wVulM are both
associated with several mitotypes. However, both strains are mainly associated with one
mitotype: 18 of 21 wVulM infected females show AvA mitotype (D’ =0.82) and 30 of 32
wVulC infected females show AvD mitotype (D’ = 0.91). All mitotypes, with the exception of

AvB, were found associated with uninfected females.
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Figure IV-3 Phylogenetic relationships of 8 mitotypes of Armadillidium vulgare, inferred from the
Cytochrome Oxydase II region by the Neighbour-joining method (Saitou, Nei, 1987). Bootstrap values
(1000 replicates) are indicated above nodes. Frequencies of associated infection status are shown on the
right. Numbers indicate the observed number of females for each mitotype. NI = non infected.

3. Neutrality tests and bottleneck detection
Microsatellites: We employed the "sign test", (Cornuet & Luikart, 1996) and the "Wilcoxon

sign-rank test" (Luikart & Cornuet, 1998) for heterozygosity excess to test if microsatellite
allele distributions within populations had been perturbed by changes in population size. Only
Wilcoxon tests show a significant excess of gene diversity with the IAM in four populations:
RBINord, RBICentre, RBISud and Chizé.

mtDNA: Neutral evolution of mtDNA was tested in each population using Tajima’s D test
(Tajima, 1989), Fu and Li’s Ds test (Fu & Li, 1993) and Fu’s Fs test (Fu, 1997) (Table IV-2).
After Bonferroni corrections, significant D values were detected in 2 populations. Both
Villeneuve and S' Maixent populations showed significant excess of rare mutations. Fu and
Li’s Ds tests gave similar results to Tajima’s D test, although seven populations showed

significant departure from neutrality. Villeneuve and S' Maixent populations showed
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significant excess of recent mutations and RBISud, Beauvoir, Gript, La Créche and
Coulombiers exhibited a deficit of recent mutations. According to Fu’s Fs test after

Bonferroni corrections, all the studied populations showed a significant allele deficit.

4. Population differentiation

Wolbachia prevalence structure: Wolbachia prevalence ranged from 0 to 100% of females.

The analysis of geographic structure of Wolbachia strain prevalence using F-statistics
revealed a highly significant structure. Pairwise Fsr values ranged from -0.041 to 0,642
(supplementary Table IV-6). 18 of the 78 pairwise Fsr values were significant after sequential
Bonferroni corrections at the 5% level (38 significant values before Bonferroni corrections).
Respectively, 10 and 5 of the 18 significant pairwise Fist values concern the populations of S'
Maixent and S' Séverin, both of which are highly infected by one Wolbachia strain (wVulM
and wVulC respectively at a prevalence of 0.74 and of 0.67,). AMOVA performed on
Wolbachia prevalence showed 30.85% of genetic variance among populations (Table IV-4).

Table IV-4 Analysis of Molecular variance results. 4 AMOVA were conducted on allele frequencies for
microsatellite data, infection status, mitotype frequencies and the combination of infection status and
mitotype frequencies. 1 AMOVA was conducted on mtDNA with pairwise distances between mitotypes.

ost and Fgy were calculated respectively with and without taking into account allele/mitotype distances. P
indicates the probability that estimates of ps7 and Fsr do not differ from zero, 10000 permutations.

Source of Sum of Variance  Percentage
Variation d.f.  squares components of variation
. Among populations 12 47.67 0.053 2.85 Fsr=0.028
Micro- o . P <0.0005
satellites Within populations 519 938.07 1.807 97.15
Total 531 985.74 1.860
, Among populations 12 14.97 0.081 30.85 Fsr=0.308
Infection o . P <0.0005
status Within populations 158 28.84 0.183 69.15
Total 170 43.81 0.264
~ ADN  Among populations 12 28.87 0.166 42.19 Fsr=0.421
mitochondrial = . P <0.0005
(haplotype Within populations 158 36.04 0.229 57.81
frequencies) Total 170 64.91 0.395
) ADN ~ Among populations 12 673.82 3.930 45.29 ¢st=0.453
mitochondrial . P <0.0005
(pairwise Within populations 158 750.11 4.750 54.71
distances)  Total 170 1423.94 8.680

Microsatellites: A significant but low microsatellite genetic structure was found. Pairwise Fsr

values ranged from -0.004 to 0.083 (supplementary Table IV-8). 35 of 78 Fgr values are
significant after Bonferroni correction (supplementary Table IV-8). AMOVA based on
microsatellite loci supports this low but significant structure with a global Fgr = 0.0285

(P < 0.0005; Table IV-4).
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mtDNA: mtDNA showed strong and significant genetic structure based both on mitotype
frequencies only and when mitotype divergence is taken into account. Pairwise Fsr and
pairwise ¢@gr ranged respectively from -0.083 to 0.858 and from -0.108 to 0.830
(supplementary Table 1V-7). 48 of the 78 pairwise Fsr and 35 of the 78 pairwise ¢st¢ are
significant after Bonferroni corrections. AMOVA based on mitotype frequencies and
mitotype divergence gave similar results, with Fgr=0.421 (P <0.0005) and ¢sr= 0.453
(P <0.0005), respectively.

Isolation by distance: To identify factors that can influence genetic structure of the different

analysed markers (Wolbachia, mtDNA, nuclear DNA), we performed simple and partial
Mantel tests. Results are summarized in Table IV-5. Simple Mantel tests showed a highly
significant correlation between microsatellite structure and geographic distance (7> = 30.8%).
This pattern is compatible with isolation by distance. Although partial Mantel tests showed a
significant correlation with Wolbachia prevalence, the explained variance by both geographic
distance and Wolbachia prevalence structure (72 =34.6%) is not very different from that
explained by geographic distance alone. This suggests that Wolbachia has only a slight effect
on nuclear genetic structure and microsatellites seem to follow a model of isolation by

distance. Thus, pairwise Fgr based on microsatellite loci are assumed to
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Figure IV-4 Plots of genetic structure indices based on Cytochrome Oxydase II, microsatellite loci and
Wolbachia prevalences against log-transformed geographic distances.

85



Table I'V-5 Simple and partial Mantel test results. (Partial) regression coefficient £, associated probability P(f) and explained variances (r?) are shown for each test.

Gene flow corresponds to the Fg;/(1-Fg7) distance based on microsatellite loci. Wolbachia corresponds to the Fgs;/(1-Fsr) distance based on Wolbachia prevalence.

High. Sign. = highly significant probability.

Dependant variable Explanatory variable Controlled variable B P(p) r?

Microsatellites (gene flow) Geographic distance 0.024 High. sign. 0.308
Wolbachia 0.009 0.500 0.100
Geographic distance Wolbachia 0.022 0.010 0.346
Wolbachia Geographic distance 0.006 0.084

mtDNA (only mitotype Geographic distance 0.492 0.034 0.058

frequencies) Wolbachia 1.275  High. sign. 0.859
Gene flow 10.187 0.052 0.048
Geographic distance Wolbachia 0.065 0.795 0.860
Wolbachia Geographic distance 1.265 High. sign.
Gene flow Wolbachia -3.881 0.486 0.865
Wolbachia prevalence Gene flow 1.311 High. sign.

mtDNA (taking account of Geographic distance 0.552 0.032 0.059

mitotype divergences) Wolbachia 1.204 0.000 0.619
Gene flow 3.244 0.586 0.004
geographic distance Wolbachia 0.154 0.572 0.624
Wolbachia Geographic distance 1.181 High. sign.
Gene flow Wolbachia -10.752 0.084 0.658
Wolbachia Gene flow 1.304 High. sign.

Wolbachia Geographic distance 0.337 0.043 0.051
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represent gene flow between populations and are used in simple and partial Mantel tests to
test the influence of gene flow on mtDNA structure and on Wolbachia prevalence. No clear
evidence for an influence of either gene flow or geographic distance on mtDNA structure was
found. Indeed, less than 6% of variance is explained by the model (both for Fsr and ¢sr), thus
suggesting that there is only a very small influence of geographic distance on mtDNA
structure. On the other hand, the tests are concordant with a strong correlation between
Wolbachia prevalence structure and mtDNA structure (based on both Fsr and ¢st). Therefore,

isolation by distance was observed for the microsatellite data but not for the mtDNA.

D. Discussion

Results indicate high microsatellite genetic diversity and a low number of divergent
mitotypes within each population. No traces of demographic bottlenecks were found in seven
of thirteen sampled populations. High linkage disequilibrium was found between some
mitotypes and Wolbachia, indicating a possible hitchhicking between them. Neutrality tests

on mtDNA polymorphism indicate a pattern compatible with frequency-dependant selection.

1. Diversity and prevalence of Wolbachia

Infection levels ranged from 0 to 100%, with 11 populations out of 13 harbouring
Wolbachia. This bacterial prevalence is higher than has been found in previous studies of 4.
vulgare populations. Indeed, Rigaud et al. (1999) observed Wolbachia in 3 out of 10
populations whereas Juchault ef al. (1993) found the bacteria in only 6 out of 31 populations.
Cordaux et al. (2004) have found 16 out of 20 populations harbouring Wolbachia. However,
their results are not representative of the real proportion of Wolbachia-infected populations
because their sampling scheme was not random and a small number of individuals were
sampled per population.

wVulC was the most prevalent strain, being present in 9 out of 13 populations. wVulM
came next with a presence in 6 of the 13 populations and finally came wVulP, which was
found in only one population. These results are similar to those of Cordaux et al. (2004) who
similarly observed that wVulC was the dominant strain (12 out of 20 populations) followed by
wVulM (4 out of 20 populations). To date, wVulP has only been observed in the Poitiers
region and in Portugal. As a consequence, this variant seems to have a more restricted
repartition than wVulC and wVulM. Surprisingly the presence of two strains in the same
population was relatively common (5 of the 13 populations), whereas the simultaneous

presence of all three strains was only observed in one of the popultions.
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Globally, the level of infection within a given population was low. Many hypotheses,
such as sexual selection against infected females (Moreau et al., 2001), competition with the f
element (Grandjean et al., 1993; Juchault ef al., 1993; Rigaud et al., 1999) and the control of
vertical transmission of Wolbachia by the host (Rigaud & Juchault, 1992), have been
proposed to explain the low prevalence of Wolbachia.

Percentages of males (from 15% to 74%) are concordant with previous studies on
natural populations of 4. vulgare (Juchault et al., 1980; Juchault & Legrand, 1981a; Juchault
& Legrand, 1981b; Juchault ef al., 1993; Rigaud et al., 1999). Percentages of males do not
necessarily reflect the primary sex ratio of populations and their interpretation is difficult.
Indeed, several studies have shown that percentages of males in wild-caught animals vary
greatly according to the season because of different behavior of sexes during the reproductive
season and higher mortality of females after reproduction (Al-Dabbagh & Block, 1981;
Sorensen & Burkett, 1977). Moreover, we do not have any data on the frequency of the f
element in the sampled populations. As a consequence, it is not possible to interpret the link

between Wolbachia prevalence and the observed percentage of males.

2. Genetic variability within populations

Within populations, high levels of microsatellite loci polymorphism were observed in
the present study, which contrasts with the extremely low levels of variation that have been
found in A. vulgare using other genetic markers. For instance, the average heterozygosity
(He=0.70) and the number of alleles per locus (4 =8.2) observed here in microsatellites
largely exceeds values reported in allozyme studies. In their worldwide population genetic
study, Garthwaite et al. (1995) reported a maximum heterozygosity of 0.21 and a maximum
of 2.1 alleles per loci, average based on eight enzyme loci. No deviation from Hardy-
Weinberg equilibria was reported in the present study suggesting large population sizes and
random mating within these populations. In addition, populations exhibiting a high Wolbachia
prevalence showed similar levels of genetic diversity than the other populations.

Levels of mtDNA diversity exhibited a small number of mitotypes per population,
from 2 to 4. These results are in agreement with previous studies on A. vulgare (Bouchon et
al., 1998; Grandjean et al., 1993; Rigaud et al., 1999; Souty-Grosset et al., 1992). However,
levels of diversity were lower than those reported by Rigaud et al. (1999) from populations
sampled on a larger geographical scale. These last authors found eleven mitotypes (eight in
this study) and one to seven mitotypes (two to four in this study) per population using RFLP
on total mtDNA.
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3. Horizontal transfers of Wolbachia

Previous studies have demonstrated that the observed pattern of association between
mitotype and Wolbachia strain is incompatible with strict host-parasite coevolution and
suggests that the strains have been acquired independently via horizontal transfer (Cordaux et
al., 2004). Such transfers are possible through hemolymph contact between injured
individuals (Rigaud & Juchault, 1995) or by the route of parasitism (Cordaux et al., 2001). In
the present study, and as expected, highly significant linkage disequilibrium between
Wolbachia and mtDNA was observed. This confirms that, although possible, horizontal

transfers are rare at the studied geographical and evolutionary scales.

4. Impact of Wolbachia on genetic diversity in host populations

One of the goals of this study was to analyze the hitchhiking effect of Wolbachia and
other sex factors in populations of the isopod 4. vulgare. mtDNA Fgr and microsatellite Fgr
generally reflect female gene flow and both male and female gene flow, respectively.
However, mtDNA Fgr can also reflect population differential selection pressures. Assuming
both neutrality, and an equilibrated sex ratio, and in the absence of sex biased dispersal, both
nuclear and mitochondrial DNA structures are linked to N,m parameter by Wright's formula
(Wright, 1943): Fgr~ 1/(1+4N.m) for nuclear diploid markers and Fgsr~ 1/(1+N.m) for
mitochondrial DNA (with N, = effective population size and m = migration rate). We can
estimate N.m from microsatellite loci and use this estimation to calculate the expected level of
mitochondrial genetic structure under the assumptions of Wright's model. A difference
between the expected and observed mtDNA structure would indicate a sex-biased dispersal or
non-neutrality of mtDNA. The expected global Fsr on mtDNA was in the order of 0.103,
which is more than four times lower than the observed value (Fsy = 0.421). As hypothesized,
we show a genetic structure of mtDNA that does not correspond to the genetic structure
observed on microsatellite markers. A male-biased dispersal could explain the higher than
expected mtDNA structure but not the significant departures from neutrality observed on
mtDNA.

Although the genetic structure observed on microsatellite markers is compatible with a
model of isolation by distance, the structure of mtDNA is not. Indeed, mtDNA structure is
correlated to neither microsatellite genetic structure, nor to geographic distance, although it is
significantly linked to Wolbachia prevalence structure. As a consequence, gene flow does not
act solely on mtDNA structure and another factor clearly also influences this structure. It

appears evident that the presence of Wolbachia is involved here.
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As the microsatellite data revealed that we were not dealing with bottlenecks, it would
seem reasonable to propose that the populations are undergoing selection. Three types of
selection are possible; positive selection, purifying selection and frequency-dependant
selection. Tajima’s D test, Fu and Li’s Ds test and Fu’s Fs test were applied to each
population in order to corroborate the hypothesis of selection and to identify the type of
selection involved. Fu’s Fs tests indicate a significant deficit of observed mitotype numbers
given the nucleotide diversity 7, in all studied populations. This means that mutations are not
distributed randomly across sequences and that observed mitotypes are more divergent than
expected under neutrality. Such a pattern is typically observed in cases of recent demographic
bottlenecks or in cases of frequency dependant selection. Tajima’s tests and Fu and Li’s tests
detect significant departures from neutrality in only two and seven populations, respectively.
The non-significant results of these tests do not mean that the samples are neutral. We suggest
that the results are more likely the result of a lack of power of the tests as compared to Fu’s
test. Indeed, the power of the tests depends on the kind of selection that occurs on samples
(e.g. see Fu, 1997). Tajima’s tests and Fu and Li’s tests do not take into account the
distribution of mutations across haplotypes. As a consequence, they are less powerful than
Fu’s Fs test to detect hitchhiking, for example. On the other hand, Fu and Li’s test is
considerably more powerful in detecting positive selection or purifying selection than is
Tajima’s test and Fu’s test (Fu, 1997). Thus, it would appear that selection does occur but that

it is neither positive nor purifying selection.

5. Evolution of prevalence of Wolbachia in natural populations

It is therefore proposed that frequency-dependant selection is involved here.
Wolbachia and other sex ratio factors are thus under frequency-dependant selection and
induce hitchhiking on mtDNA. In a previous study Juchault et al. (1993) suggested a
frequency dependant selection model, with succession of different sex factors within
populations (cyclic succession of genetic females, Wolbachia infected females and f
harbouring females). This first model, however, did not take into account resistance genes to
Wolbachia that could be selected in the population. Other theoretical models (Taylor, 1990)
show that such resistance genes, namely » and M, can spread in a population after the spread
of their corresponding feminizing factor (fand Wolbachia, respectively).

As bottleneck events are not detected, the mtDNA structure observed in the

populations sampled is not the result of frequent and/or recent population collapses. Thus the
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existence of regulation mechanisms preventing such collapses must exist. Two such
mechanisms are proposed here; the presence of resistance genes and a fertility cost.

Resistance and masculinizing genes are very analogous by their specificity to restorer
genes found in gynodioecy models (Bailey et al., 2003; Budar et al., 2003; Charlesworth,
1981; Gouyon et al., 1991). Indeed, sexual polymorphism of gynodioecious plants consists in
the coexistence of hermaphrodite and female (male sterile) plants within the same
populations. Different types of male sterility (associated with different female advantages) are
generally encoded on the mitochondrial genome. Nuclear genes (‘restorer genes’) are able to
restore the male function in the presence of sterile cytoplasm, but they generally lead to
various kinds of costs (Bailey et al, 2003). When nuclear genes are specific to one or a
reduced number of male sterility types, this genetic system can lead to frequency-dependant
selection (limit cycles or single point equilibrium), depending on the advantages of the
different cytoplasms and the costs associated with the restorer genes.

A second hypothesis, involving a fertility cost, can be proposed to explain the wide
range in observed Wolbachia prevalence (Moreau et al., 2001). As males prefer non-infected
females over infected females, sexual selection could favor non-infected females. Moreover,
the more males copulate, the less sperm they have available. As Wolbachia is expected to bias
sex ratio toward an excess of females in infected populations, the combination of sexual
selection and male scarcity could result in lower fitness of infected females limit the spread of
Wolbachia. These modifications are of course counterbalanced by the feminizing effect of
Wolbachia.

In conclusion, mtDNA is not a reflection of female gene flow in A. vulgare as
associate cytoplasm polymorphism and structure reflect the frequency-dependant evolution of
sex distorters within natural populations. Theoretical simulations that include both Wolbachia
and f'are needed to determine the type of equilibrium that such a system can reach (limit cycle
or point equilibrium) and the speed of evolution of the system. Costs of both resistance and
masculinizing genes should be tested and analyzed as they could play an important role in
maintaining cyclic evolution of the system. Other selection pressures, such as sexual selection
by males or cost of infection on fertility and survival of infected females, should also be
studied and taken into account. Further population genetic studies are also needed at smaller
geographic scales to analyse the effects of local population dynamics and gene flows on sex

factor evolution.
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Table IV-6 Geographic distances (above diagonal) and Fg; estimated from Wolbachia prevalence (below
diagonal). Values in bold are significant after sequential Bonferroni adjustment for 78 simultaneous tests

at the 5% probability level.
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RBINord 476 213 649 589 216 566 919 2659 3513 61.11 83.66 77.69
RBISud 0.202 295 342 204 468 947 1359 31.18 39.54 64.54 87.18 81.14
RBICentre  -0.033 0.130 557 377 355 765 1132 2824 3658 61.88 8447 7847
Villeneuve  0.054 0.433 0.153 520 807 933 1374 3292 4154 6739 8296 84.02
S'Séverin 0200 0.057 0.108 0.431 3.64 1112 1502 3159 3972 6392 8661 80.54
Chizé 0.054 0.433 0.153 0.000 0.431 1083 1398 2858 3650 6031 8998 7691
Beauvoir 20.035 0.188 -0.032 0.057 0.194 0.057 442 2480 3381 61.80 84.09 7827
Gript 20.000 0.180 0.015 0.080 0.242 0.080 -0.009 21 3013 59.10 81.12 7539
LaCréche  -0.036 0217 -0.025 0.043 0222 0043 -0.028 -0.006 9.18 3992 61.07 55.62
S'Maixent  0.498 0.140 0.453 0.642 0376 0.642 0.490 0.463 0.514 3158 5212 46.82
Coulombiers 0.005 0.153 0.013 0.100 0.224 0.100 -0.007 -0.032 -0.003 0.437 2269  16.62
Ensoulesse  -0.036 0.148 -0.041 0.097 0.151 0.097 -0.031 -0.003 -0.027 0.456 -0.003 6.32

Poitiers 0210 -0.005 0.144 0.432 0077 0432 0208 0206 0236 0.198 0.182 0.138

Table 1V-7 Estimates of Fgr (above diagonal) and ¢gr (below diagonal) between sample pairs from
mtDNA marker. Fgr are based on mitotype frequencies and ¢g; take into account mitotype distances.
Values in bold are significant after sequential Bonferroni adjustment for 78 simultaneous tests.
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RBINord 0.170 0340 0.027 0.504 0364 -0.083 -0.017 0.453 0.784 0264 0.580 0.424
RBISud 0.314 0.022 0.445 0.152 0.008 0.145 0.366 0.293 0.378 0.086 0.370 0.139
RBICentre 0448 -0.033 0.549 0.404 0206 0236 0.449 0336 0.141 0.012 0.466 0.153
Villeneuve -0-029 0.559  0.650 0.724 0.606 0.101 -0.001 0.619 0.858 0.459 0.756 0.660
S'Séverin  0.555 0.025 0.145 0.722 -0.005 0.474 0.675 0.535 0.743 0.462 0.564 0.437
Chizé 0.555 0.001 0.080 0.717 -0.054 0.348 0.553 0.410 0.553 0.291 0.443 0261
Beauvoir  -0-108 0.239 0327 0.125 0.455 0.452 0.011 0.402 0.583 0.172 0522 0.367
Gript -0.108 0.490 0.578 -0.019 0.674 0.668 0.032 0.557 0.776 0353 0.696 0.577
LaCréche -0.075 0.389 0.475 0.086 0.588 0.583 0.007 0.012 0.586 0.303 0.515 0.357
S'Maixent 0-743 0.158 0.045 0.830 0.356 0.245 0.559 0.776 0.685 0225 0.756 0.453
Coulombiers 0-194 0.027 0.047 0437 0.194 0.169 0.164 0366 0.280 0.194 0.440 0.170
Ensoulesse  0:657 0.531 0.602 0.785 0.608 0.608 0.625 0.756 0.693 0.740 0.332 0.417
Poitiers 0.676 0.111 0.145 0.811 0.162 0.113 0.520 0.756 0.655 0357 0.196 0.656
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Table IV-8 Multilocus estimates of Fgr (below diagonal) between sample pairs from 5 microsatellite loci.
Values in bold are significant after sequential Bonferroni adjustment for 78 simultaneous tests.
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RBINord
RBISud 0.021
RBICentre 0.003  0.002
Villeneuve 0.004 0.030 0.008
S' Séverin 0.007 0.008 -0.004 0.008
Chizé 0.004 0.020 0.018 0.018 0.007
Beauvoir 0.006 0.018 -0.001 0.016 0.017 0.022
Gript 0.016 0.022 0.002 0.032 0.007 0.021 0.020
La Creéche 0.003 0.061 0.021 0.025 0.032 0.025 0.035 0.029
S' Maixent 0.034 0.075 0.036 0.065 0.074 0.067 0.018 0.041 0.052
Coulombiers 0.028 0.077 0.029 0.043 0.042 0.048 0.038 0.026 0.006 0.041
Ensoulesse 0.013 0.050 0.018 0.040 0.030 0.019 0.017 0.021 0.010 0.021 0.020
Poitiers 0.025 0.083 0.043 0.063 0.046 0.045 0.054 0.036 0.009 0.051 0.019 0.008
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Table 1V-9 Distribution of mitotype according to the location and status infection of the females.
Infection Mitotype
status AvA AvB AvD AvE AvF AvG AvH Avl
RBINord wVulM 1
NI 4

Population

RBISud wVulC 1 4
wVulM
NI 1 1 3

RBICentre wVulC 5
wVulM 3
NI 4 3

Villeneuve NI 1 14

St Séverin wVulM 7 1
NI 4

[\S}

Chizé NI 10 3 2 1

Beauvoir wVulC 1
wVulM 2
NI

\S}

11

Gript wVulC 2
NI 14

La Creche wVulC 1
wVulM
NI

O =—

[u—
[S Y

—_—

—_—

St Maixent wVulC
NI

Coulombiers wWVulC
NI

WA WiWw
N
W

Poitiers wVulC
wVulM 1
wVulP 4

Ensoulesse wVulM 1
wVulP 1
NI 7
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V.Analyse de la structuration génétique du systeme
hotes/parasites  A. vulgare /Wolbachia au sein d'une

meétapopulation

A. Introduction

Dans le chapitre précédent, 1'analyse du polymorphisme de populations pérennes d'A.
vulgare a confirmé 1'idée que les facteurs sexuels dont fait partie Wolbachia sont soumis a des
pressions de sélection fréquences dépendantes. Plusieurs hypothéses ont ét¢ avancées dans la
littérature pour expliquer ces pressions de sélection : préférence sexuelle des males (Moreau
et al., 2001; Rigaud & Moreau, 2004), compétition d'autres facteurs féminisants (€lément f ;
Rigaud & Juchault, 1993; Rigaud et al., 1999), sélection de génes de résistance (notamment a
la transmission ; Rigaud & Juchault, 1992). Cependant, des phénoménes d'ordre
démographique, tels que de forts flux de génes ou une dynamique de type métapopulation
peuvent influencer les prévalences des facteurs féminisants. Le mode¢le 'métapopulation’ a été
défini initialement par Levins (Levins, 1969). Une métapopulation est caractérisée par une
subdivision en plusieurs populations situées sur des zones d'habitat de taille et de qualité
variables. Le taux de croissance et la probabilité d'extinction de chaque population dépendent
de nombreux facteurs tels que la qualité de 1'habitat ou la densité de population. Chaque
population peut émettre une quantité variable de migrants qui permettront la recolonisation
des zones d'habitats ou les populations se sont soit éteintes, soit présentent des taux de
croissance négatifs. Cette dynamique extinction-recolonisation se traduit par un important
turn-over des populations et une homogénéisation de la composition génétique des
populations. Selon le mode de dispersion, cela peut se traduire par une augmentation ou une
diminution de la structuration génétique des populations (Harrison & Hastings, 1996).
Plusieurs études théoriques ont montré un impact important de la structuration des
populations sur les prévalences des facteurs génétiques égoistes féminisants tels que
Wolbachia. La présence de facteurs féminisants peut induire des extinctions locales de
populations. En effet, si les males sont en nombre insuffisant pour féconder toutes les
femelles présentes, le taux de croissance d'une population présentant un exces de femelles,
peut diminuer (Hatcher et al., 1999; Hatcher, 2000).

La Réserve Biologique Intégrale de Chizé (RBI de Chizé) constitue un site de choix

pour étudier l'impact d'une dynamique de type métapopulation sur les prévalences de

96



V. Analyse de la structuration génétique du systeme hotes/parasites _A. vulgare /Wolbachia au sein d'une
métapopulation

Wolbachia. Cette réserve s'étend sur 2600ha et englobe environ la moiti¢ de la Forét de Chizé.
A partir de 1952, 'OTAN a transformé ce site en base militaire pour y déposer des munitions.
Des entrepots reposant sur des plates formes en béton ont donc été construits et reli€és par un
réseau d'environ 85 km de routes goudronnées. A partir de 1964, le site a acquis le statut de
Réserve Nationale de Chasse et de Faune Sauvage et les entrepdts ont été démentelés. Il ne
reste donc que les plates-formes de béton d'environ 10 m par 20 m (au nombre de 222).
Jusqu'en 2004, les plates-formes ont servi par intermittence a l'exploitation du bois par I'ONF
(Office National des Foréts). Depuis 2005, ce site est devenu Réserve Biologique Intégrale
avec par conséquent, une fermeture au public. En 2003, des prospections menées au sein de la
Réserve ont permis de montrer 1'existence d'habitats plus ou moins favorables a 4. vulgare au
niveau des plates-formes. La forét environnante semble défavorable a cet isopode
puisqu'aucun individu n'y a jamais été trouvé. Les plates-formes ne présentent pas toutes le
méme type de végétation, ni la méme couverture végétale. Leur qualité, en terme d'habitat
pour A. vulgare, semble donc trés variable (voir Figure A-3 en Annexe V). Les densités de
cloportes relevées en 2003 sont également trés variables entre elles (Puillandre, 2004). Les
routes bordées par des talus enherbés constituent des corridors favorables a la dispersion entre
les plates-formes. La combinaison patchs d'habitats de qualité variable et corridors de
dispersion permet d'envisager un fonctionnement de type métapopulation.

Les objectifs principaux de ce travail étaient de vérifier par des méthodes indirectes
l'existence d'une métapopulation au sein de la RBI de Chizé et de tenter de comprendre les
impacts possibles d'une telle dynamique sur les prévalences de Wolbachia. En effet, le
comportement de dispersion d'4. vulgare peut jouer un réle important dans la structuration
génétique observée et dans la régulation des prévalences de Wolbachia. La structuration
génétique des males a été¢ comparée a celle des femelles afin de confirmer une dispersion des

males plus importante que celles des femelles.

B. Matériels et méthodes

1. Echantillonnage
Dix sous-populations d’4. vulgare ont été échantillonnées manuellement au sein de la
RBI de Chizé en mai 2003. Ces échantillons ont été utilisés pour analyser la structuration
génétique des sous-populations de I'hote (loci microsatellites et ADN mitochondrial). Afin de
suivre I'évolution des prévalences de Wolbachia au sein de ces sous-populations, un

¢chantillonage a également été réalis€ en mai 2004 et en juin 2005. Dans ce cadre, six
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populations supplémentaires ont été prélevées en 2004 pour augmenter I'échantillonnage. La
répartition des sous-populations au sein de la RBI est indiquée sur la Figure V-1 et leurs
coordonnées géographiques sont mentionnées dans le Tableau V-1 selon le référentiel
Lambert II étendu. Les sous-populations ont été choisies en fonction de leurs caractéristiques
¢cologiques. Dans la mesure du possible, j’ai essayé d’échantillonner des milieux variés, en
prenant en compte I’ouverture du milieu (c'est a dire la couverture arborée au dessus des
plateformes), le type et la quantité de végétation présente sur les plateformes. La présence de
refuges appropriés sous forme de morceaux de bois, de pierres ou de branchages a aussi été
répertoriée. L’ouverture du milieu a été estimée de visu, puis les plateformes ont été classées
selon une échelle allant de 1 (milieu trés fermé) a 5 (milieu totalement ouvert). La proportion
de couverture végétale a également été¢ évaluée de maniére relative de visu.

Il a également été possible de récolter des juvéniles d’un diamétre inférieur a 2,5 mm
roulés en boule, sur les plateformes B, H, J, R, Q en 2004 sur la plateforme O en 2003. Vu le
cycle de reproduction de I'espéce (Caubet, 1998; Vandel, 1962) et par comparaison avec des
animaux ¢levés au laboratoire, cela correspond a des animaux nés a la fin de 1'été-début de
I'automne de l'année précédente. Ces échantillons ont été traités génétiquement séparément
des individus plus agés et sont notés respectivement Bp, Hp, Jp, Rp, Qp et Op (le 'p'
additionnel a la lettre de la plateforme indique qu'il s'agit d'un échantillon de juvéniles). Ces
juvéniles étaient généralement dispersés sur les méme zones que les adultes et ne formaient
pas d’agrégation particuliére, sauf sur la plateforme O ou ils ont été échantillonnés dans deux
touffes de graminées séparées par environ 2 m de sol nu (plateforme de béton). Les deux
groupes de juvéniles ont été analysés séparément et sont notés Opl et Op2.

Afin d’étudier la connectivité de ces sous-populations avec les populations extérieures
a la RBI, sept populations supplémentaires, appelées ici populations périphériques (PA a PG),
ont également été échantillonnées. Ces populations sont majoritairement des populations de
milieu prairial. Les populations PC, PD, PE, PF et PG ont été collectées dans des prairies de
fauche entourées ou non de haies et/ou de foréts. L’environnement de la population PA est
assez similaire a ceux des sous-populations de la RBI de Chizé. 1l s’agit d’une aire de
stationnement gravillonnée en bord de route, située en lisiere forestiere. La population PB a
¢été échantillonnée sur un terrain récemment planté de jeunes arbres (< 1 m de haut). Des
bandes de bache plastique noire protégent les pieds de ces jeunes arbres et semblent constituer
des abris favorables a A. wvulgare. Les coordonnées géographiques des populations

périphériques sont présentées Tableau V-1 et leur localisation autour de la RBI est indiquée
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sur la Figure V-1. Les populations PA, PB, PC, PD et PE ont été échantillonnées le 7 mai
2004 et les populations PF et PG le 27 mai 2005.

SO o n AN, & o e
- - i o - S o i R

Figure V-1 Localisation des sous-populations d'A4. vulgare échantillonnées au sein de la réserve biologique
intégrale de Chizé et des populations périphériques a celles-ci. Les coordonnées géographiques sont
présentées dans le Tableau V-1 et des photographies des différents sites sont présentées en Annexe III. Les
sous-populations échantillonées en 2003, 2004 et 2005 sont indiquées en bleu ciel. Les sous-populations
supplémentaires échantillonnées en 2005 sont indiquées en bleu foncé.

Lors de la reproduction, les femelles effectuent une mue particuliere, nommée mue
parturielle, au cours de laquelle elles développent une poche ventrale appelée marsupium.
Elles pondent ensuite leurs ceufs dans cette poche et les y incubent pendant environ trois
semaines. On dit alors qu'elles sont gravides. 80 femelles et un intersexué femelle collectés
gravides pendant I'échantillonnage de 2004 ont été placés en ¢€levage afin d'analyser la sexe-
ratio de leur descendance et fournir du matériel pour d'autres manipulations (tests de paternité
multiple, thése de Marion Lachat, expériences éthologiques). Les animaux ont été placés

individuellement dans des boites cylindriques en plastique (diamétre : 8 cm ; hauteur : 5 cm),
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Tableau V-1 Caractéristiques et coordonnées géographiques des sites échantillonnés au sein de la Réserve Biologique Intégrale de Chizé et des sept populations

périphériques.
Couverture (% approximatif)
.g Coordonnées " \a v
—: géographiques , . — 5 % %
S (référentiel Etat _ général 0 N
= Lambert II étendu) Remarques sur site @ o ® o @ .y E ;
B 2 g 4 ¢ £ ,° 5%
2 g oS 3 € T 55 5%
2 v Z 2 = 3 I <o O=
A 386,38 2131,02 Stock de bois retiré en 2004 0 20 10 40 30 0 2
B 386,11 2130,52 Stock de bois retiré en 2004 10 0 0 75 10 5 1
C 386,73 2130,37 Bache 0 0 0 0 10 a0 3
D 386,82 2129,99 Bache 0 0 0 0 10 90 1
E 388,31 212887 10 70 0 15 5 0 2
F 388,36 2128,69 Tas de branchages sur le coté 10 0 40 20 10 20 1
G 387,40 2128,36 10 80 0 0 10 0 3
H 387,95 2128,30 Bache retirée 80 0 0 10 5 5 3
J 387,05 2127,94 Stock de bois 50 0 0 30 10 10 5
K 385,28 2127,76 Buches présentes en 2003-2004, retirees en 2005 0 0 0 50 20 30 3
L 385,26 212735 90 0 0 5 5 0 2
M 384,01 212828 Milieu sec 50 0 0 30 5 15 5
N 386,66 2126,21 Milieu sec 80 0 0 15 5 0 5
O 385,98 2125,67 60 0 0 20 20 0 5
Q 386,67 2125,33 50 0 0 20 30 0 2
R 389,07 2129,54 20 20 20 20 20 0 2
PA 388,71 2131,34 Parking routier en gravier en lisiere forestiére - - - - - - -
PB 384,12 2130,58 Terrain planté de jeunes arbres - - - - - -
PC 382,75 2125,26 Prairie entourée de haies et de bois - - - - - - -
PD 387,92 2124,60 Prairie, trés proche de la RBI - - - - - - -
PE 390,66 2126,94 Prairie entourée de haies et de bois - - - - - - -
PF 382,90 2127,78 Fossé caillouteux en bordure d'une pature - - - - - - -
PG 393,08 2129,13 Prairie entourée de haies et de bois - - - - - - -
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remplies de terreau horticole humidifié. Ils ont été nourris a satiété de rondelles de carotte et
de feuilles de tilleul séchées. La photopériode était longue (16 heures de lumicre par jour) et
la température était fixée a 20°C. D¢s leur libération, les pulli ont été isolées dans des boites
plus spacieuses (26,5 x 13,5 x 6,5 cm). Environ 6 mois apres leur naissance, les males et les

femelles ont été isolés.
2. Méthodes moléculaires

a) Extraction d'ADN
L’animal est disséqué sous loupe binoculaire et I'ADN est extrait a partir des gonades
selon une méthode adaptée du protocole de Kocher et al. (1989). Le protocole détaill¢ est

présenté en Annexe . Les concentrations d'ADN ont ensuite été homogénéisées a 30 ng/ pl.

b) Détection et séquencage des lignées Wolbachia pipientis

La présence de Wolbachia a été testée sur chaque individu par une amplification PCR
spécifique du geéne bactérien wsp (= 580 bp) a l'aide des amorces wsp 81F (5'-
TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3") et wsp 691R (5'-
AAAAATTAAACGCTACTCCA-3" ; Braig et al, 1998; Michel-Salzat et al., 2001).
L'amplification est réalisée dans un volume de 25 pl, contenant 2 pl d’ADN matriciel (soit
environ 60 ng), 1 uM de chaque amorce (sens et antisens), 2,5 pul de Tampon Taq polymérase
10X (Promega: 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI1 pH 9, 1% Triton X-100 et 15 mM MgCl,),
1,25 pl de ANTP (1,5 mM, 0,125 pl de Taq polymérase (5 U/ul ; Promega). Le cycle PCR
utilisé est le suivant : 95°C pendant 5 min., 35 cycles [95°C pendant 1 min., 55°C pendant 1
min., 72°C pendant 1 min.] suivi d'une élongation finale de 10 min a 72°C.

L'identification des souches de Wolbachia a été réalisée en séquengant le géne wsp
selon le protocole de Cordaux et al. (2004) avec les deux amorces wsp 81F et wsp 691R.
Seuls les individus infectés récoltés en 2003 dans la RBI de Chizé et tous les individus
infectés collectés dans les populations périphériques ont été séquencés. Etant donné que
seules deux souches de Wolbachia (wVulC et wVulM) ont été observées dans ces populations,
une technique plus rapide et moins couteuse a ét¢ mise en ceuvre pour identifier la souche de
Wolbachia des autres individus infectés collectés dans la RBI de Chizé en 2004 et 2005. Un
test RFLP avec I'enzyme de digestion Munl (C/AATTG ; Biolabs, New England) permet de
distinguer rapidement wVulC et wVulM. En effet, Munl coupe le produit PCR WSP en deux
fragments de 396 et 334 pb pour la lignée wVulM mais pas le produit PCR de la lignée

wVulC. Le milieu réactionnel a été défini comme suit : 4 pl de produit PCR, 1 pl de tampon
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10X, 0,5 pl d'enzyme Munl (10 U/ul), QSP H,O 10 pl. Les échantillons sont alors incubés 2 h
a37°C.
¢) Génotypage des marqueurs microsatellites

Cinq loci microsatellites ont été utilisés au cours de ce travail (4vi, Av2, AvS5, Av6,
Av8 ; Tableau V-2). Les loci sont amplifiés individuellement par PCR dans un volume
réactionnel de 12,5 pl contenant 1 pul d’ADN matriciel (environ 30 ng), 0,4 uM de chaque
amorce (sens et antisens), 1,25 pl de Tampon Taq polymérase 10X (Promega: 500 mM KClI,
100 mM Tris-HCI pH 9, 1% Triton X-100 et 15 mM MgCl,), 0,5 pl de ANTP (1,5 mM) et
0,05 ul de Taq polymérase (5 U/ul, Promega). Le cycle PCR utilisé est le suivant : 95°C
pendant 5 min., 35 a 38 cycles [95°C pendant 30 sec., 30 sec. a la température d'hybridation
spécifique du locus amplifié, 72°C pendant 45 sec.] suivi d'une €élongation finale de 10min a
72°C.

Tableau V-2 Séquence des amorces et leur marquage (Fluorophore 6-FAM ou HEX), températures
d'hybridation ™ et nombre de cycles (V) de PCR des loci microsatellites.

Marquage

Locus Amorces 5 Motif T, N Taille (pb)

Avl  F*: TGGAGTCAACTCACATTCTG 6 FAM (CA)yo 56 35 108-114
R: TGTCTGTAAAACTTGTGCTACG

Av2  F*: TGAAGTTCGGGTGAATTGTG 6 FAM  (CA)o(CG);(CA), 56 35 159-165
R: ATACCATGACGTGTCGCAAG

Avs  F*: CGTGCGAAGTTCAGATTCTTT 6 FAM (CA);3 56 38 286-396
R: GCGCGCTCGAGGATTTAC

Av6  F*: GGAATGAGGTCGTCGACTATG 6 FAM (GT)sAT(GT), 56 35 166-178
R: GTCTTTCAAACGGGCACAAT

Av8  F*: CAACATCCTAATATTCAGTTCTCA HEX (CA)s, 48 38 152-192

R: AGTTTACAGAATACGGCTGAGG

Les produits PCR sont ensuite transférés dans une solution de formamide (18 pl de
formamide désionisée, 0,5 ul de marqueur de taille TAMRA 500 ou ROX 500, 2 pl de produit
PCR) et dénatur¢ a 95°C pendant 3 min. Les produits de PCR ont ét¢ multiplexés dans chaque
¢chantillon (deux a quatre loci différents par échantillon). Les échantillons ont ensuite été
analysés a l'aide de deux séquenceurs a capillaires (séquenceurs automatiques Applied Bio
System, modeles ABI PRISM 310 et ABI 3130 Avant). La plus grande partie des échantillons
a été analysée dans le cadre d'une collaboration avec le laboratoire de Génétique Cellulaire et
Moléculaire (UPRES EA 2622) dirigé par le Pr KITZIS (UMR CNRS 6187, Institut de
Physiologie et de Biologie Cellulaire).
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d) Génotypage de I' ADN mitochondrial

Séquencage : Une région d'environ 1550 pb a été amplifiée a 1'aide des amorces 54
(5'-GCACCACATCACGCCATCATT) et 53 (5-GCTTTACCCTCACTTCGGCTT)
(Marcadé et al., non publié). Le programme PCR utilisé est le suivant : 95°C pendant 3 min.,
suivi de 40 cycles [95°C pendant 45 sec., 55°C pendant 45 sec. et 72°C pendant 100 sec.] et
une ¢longation finale de 15 min. a 72°C. Les produits PCR sont ensuite vérifiés par
¢lectrophorese sur gel d'agarose (1,5%, tampon TAE 1X) puis purifiés avec le kit Jetpure
(Genomed) en suivant les indications du fabriquant. Les réactions de séquencage ont été
réalisées a l'aide d'un kit BigBye Terminator 3.1 (Applied Biosystem) et analysées sur un
Séquenceur Applied Bio System 3130 Avant. Toutes les séquences ont été alignées
visuellement avec le logiciel Bioedit (Hall, 1999). Une portion de 608-616 pb de 1'ADN
mitochondrial comprenant la région 3' de la sous-unité II de la cytochrome oxydase (COX2 ;
354 pb) et la région 3’adjacente de ce géne (256-261 pb), a été séquencée en utilisant I'amorce
interne CO2dir (5'-GAGAGYCCYATCCTTGAAGAAG). La séquence de chaque mitotype a
été vérifiée dans le sens réverse avec I'amorce interne 5r3.

RFLP-PCR : Le génotypage par séquengage d'une portion du géne COX2 de I'ADN
mitochondrial de 204 individus de la RBI de Chizé et des populations périphériques a montré
l'existence de 4 mitotypes distincts au sein de la RBI de Chizé et dans les populations
périphériques. Le nombre d'individus a génotyper dans cette étude étant important, une
alternative basée sur des digestions enzymatiques a été mise en place. L'analyse des sites de
restrictions a montré qu'il était possible de distinguer facilement les quatre mitotypes observés
a l'aide de 2 enzymes de restriction (TspR I et Ssp I ; Figure V-2). La région du géene COX2
étudiée est amplifiée par PCR dans un volume réactionnel de 25 pl contenant 2 pl d’ADN
matriciel (soit environ 60 ng d'ADN), 0,5 uM d'amorce sens 5f4 et d’amorce antisens CO2dir,
2,5 ul de Tampon Taq polymérase 10X (Promega: 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 9,0,
1% Triton X-100 and 15 mM MgCl,), 1,25 pul de dANTP (1,5 mM) et 0,125 pl de Taq
polymérase (Promega ; 5 U/ul). Les produits PCR sont ensuite digérés a l'aide de deux
enzymes de restriction Ssp I et TspR I (Biolabs). Les sites de restriction sont respectivement
AAT ATT et NNCASTGNN". Les milieux réactionnels ont un volume de 10 pul comprenant
4 ul de produits PCR, 0,5 ul d'enzyme (10 U/ul) et 1 pl du tampon 10X qui lui est associé,
QSP 10 pl d'eau. Le milieu réactionnel de 1'enzyme TspR I contient en plus 0,1 ul de BSA
(100 pg/ml). Les digestions sont faites a 37°C pour Ssp I et 65°C pour TspR I pendant 2
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heures minimum. Les profils de digestion observés sont présentés sur la Figure V-2 et

permettent d'assigner le bon génotype a chaque individu sans ambiguité.

- 1033 pb

-~ 653 pb

-- 298 pb

AvD  AvF  AvA AVE AvA  AVE

Figure V-2 Profils de digestions enzymatiques des 4 mitotypes observés apreés digestion de 1'enzyme Ssp I
(a gauche) et TspR I (a droite).

C. Résultats
1. Prévalence de Wolbachia et proportion des sexes
Au total 1216 cloportes ont été collectés au sein de la RBI de Chizé (769 adultes et
178 juvéniles) et dans les sept populations périphériques étudiées (269, collectés sur deux
années). Les effectifs collectés et les dates précises d'échantillonnage sont présentés dans la
Tableau V-5. Il faut noter qu'il n'a pas été possible de collecter un seul animal dans les sous-
populations C et E en 2005 malgré une prospection intensive de ces sites. Les effectifs vont de
9 a 44 individus par sites, tous sites confondus. Dans la mesure ou 1'échantillonnage avait
pour but de collecter un nombre suffisant d'individus et non d'estimer la densité de population

de chaque site, ils ne reflétent pas forcément la taille de chaque (sous-)population.

Tableau V-4 Tests G d'équilibre de la proportion des sexes sur les différents échantillons collectés dans la
Réserve Biologique Intégrale de Chizé et les populations périphériques. *** P <(,0001

Réserve Biologique Intégrale de Chizé

- . i _ Populations
Echantillons Echantillons Echantillons Echantillons périphériques
2003 2004 2005 juvéniles
GHomogenéite Hokok 0,001 0,012 0,017 0,162
GPool 0’053 skkk skkk skkosk 0,111
GTestglobal kkk skkk skkk skkosk 0,110

294 males, 470 femelles et 5 intersexués femelles (ovaires fonctionnels, présence
d'appendices copulateurs males réduits) de taille supérieure a 2,5 mm de diameétre ont été

collectés au sein de la RBI de Chizé au cours des trois années d'échantillonnage (total : 769
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individus). Globalement, les tests Gpoo de proportions des sexes indiquent un nombre total de
femelles significativement plus grand que celui des males pour les échantillons poolés
collectés en 2004 (P < 107) et en 2005 (P < 10”) au sein de la RBI de Chizé de méme que
parmi les échantillons de juvéniles (P < 107 ; Tableau V-3). La proportion de femelles est
presque significativement plus importante que celle des males pour les échantillons poolés de
2003 (P =10,053). Les tests G d'hétérogénéité des échantillons appliqués séparément sur
chaque groupe d'échantillons de la RBI (2003, 2004, 2005 et juvéniles) indiquent que les
proportions des sexes sont significativement différentes entre les sous-populations de la RBI.
Comme déja dit au chapitre IV, les pourcentages de males dans les échantillons sont difficiles
a interpréter et ne sont pas représentatifs des sexe-ratios réelles des populations, en particulier
si les males et les femelles présentent des comportements différents, ce qui est le cas chez 4.
vulgare (Caubet Y., pers. comm.).

Analysé au cas par cas, le pourcentage de males varie de 0 a 78% selon la sous-
population (Tableau V-5). Seuls les échantillons J collecté en 2003, B et Hp collectés en 2004
et K et O collectés en 2005 présentent une proportion significativement plus importante de
femelles que de males, apres corrections de Bonferroni (k = 48). On peut noter qu'aucun male
n'a été observé dans les échantillons J de 2003 et L de 2005. Les intersexués femelles ont été
trouvés dans les échantillons B (1 individu), G (1 individu), J (2 individus) et O (1 individu)
collectés en 2004.

121 males, 147 femelles et un intersexué¢ femelle ont été collectés dans les sept
populations périphériques échantillonnées (total : 269). Les échantillons réalisés dans ces
populations ne présentent pas un % de males significativement différent de 50% lorsqu'on les
poole. Ils ne présentent pas d'hétérogénéité significative du pourcentage de males entre
populations et aucun d'entre eux ne présente une proportion de males biaisée (29 a 57% de

males). L'intersexué femelle a été trouvé dans la population PE.
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Tableau V-5 Echantillonnage réalisé au cours de trois années dans la Réserve Biologique Intégrale de
Chizé et dans les sept populations périphériques. Le nombre de males et femelles collectés ainsi que les
probabilités associées aux tests G de biais de proportion des sexes sont indiqués pour chaque
échantillonnage. Les valeurs en gras indiquent les tests significatifs aprés corrections de Bonferroni.

N

Test G de biais de proportion des

6 mai 2003 4 mai 2004 6 juin 2005 sexes
Population 319 312 () 319 6 mai 2003 4 mai 2004 6 juin 2005
A Adultes 12/19 0,207
B Adultes 5/24 (1) kil
C Adultes 14/5 13/11 0/0 0,035 0,683 -
D Adultes 5/19 0,003
E Adultes 7/2 14/7 0/0 0,086 0,123 -
F Adultes 10/5 9/11 4/6 0,192 0,654 0,526
G Adultes 4/15 7/20 (1) 7/12 0,009 0,011 0,249
H Adultes 8/9 15/22 12/13 0,808 0,248 0,841
J Adultes 0/12 8/17 (2) 7/14 ek 0,069 0,123
K Adultes 7/8 19/11 0/12 1,000 0,142 i
L Adultes 15/17 0,724
M Adultes 7/8 8/17 9/13 0,796 0,069 0,392
N Adultes 15/17 0,724
(0] Adultes 5/14 19/19 6/31 0,035 1,000 i
Q Adultes 3/11 11/20 (1) 4/10 0,027 0,103 0,103
R Adultes 5/19 * 0,003
Total adultes 65/89 180/270 (5) 49/111
Bp Juvéniles 22/19 0,639
Hp Juvéniles 3/19 kil
Jp Juvéniles 11/13 0,683
Opl Juvéniles 5/14 0,035
Op2 Juvéniles 7/12 0,249
Qp Juvéniles 8/11 0,490
Rp Juvéniles 8/26 0,002
Total juvéniles 12/26 52/88
N Test G de biais de proportion des
7 mai 2004 27 mai 2005 sexes
Population 312 () 319 7 mai 2004 27 mai 2005
PA Adultes 13/12 0,841
PB Adultes 24/18 0,354
PC Adultes 21/23 0,763
PD Adultes 14/20 0,302
PE Adultes 14/20 (1) 0,302
PF Adultes 14/34 0,003
PG Adultes 21/20 0,876
Total adultes 86/93 (1) 35/54

* échantillonnés le 25 mai 2004

Parmi les échantillons collectés dans la RBI de Chizé en 2004, la prévalence globale

de Wolbachia est de 62,9% chez les femelles, avec 44,4% d'infection par wVulC et 18,5%

d'infection par wVulM. Lorsque I'on compare les échantillonnages réalisés en 2003, 2004 et

2005, on n'observe pas de différences significatives des prévalences de Wolbachia (test ¥ sur

les femelles des sous-populations F, G, H, J, L, M, O et Q poolées, ddl = 4, P = 0,14). Les

prévalences de Wolbachia sont fortement variables au sein de la RBI, variant de 0 a 100%

d'infection selon I'échantillon. Les prévalences de Wolbachia et les proportions des sexes
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observées sont présentées pour les échantillons collectés dans les sous-populations de la RBI
collectées en 2004 et dans les sept populations périphériques sur la Figure V-3. Deux cartes
supplémentaires (Figures A-1 et A-2 en annexe IV) présentent les prévalences de Wolbachia
dans les échantillons collectés en 2003 et en 2004 dans la RBI. L'ensemble des résultats par
population est également présenté dans le Tableau A-1 en Annexe IV. Etant donné le fort
déséquilibre de liaison avec le marqueur mitochondrial (voir page 110) aucune analyse de
structuration n'a été effectuée sur Wolbachia car elle n'apporterait que peu d'informations
supplémentaires. Deux intersexués femelles récoltés dans la RBI de Chizé étaient infectés par
wVulC. Les trois autres intersexués collectés dans la RBI et l'intersexué collecté¢ dans la

population PE n'étaient pas infectés.

RBI de Chizé
2003 2004 2005

Populations périphériques
Non-infectée
wVulM
wWVuIC

Figure V-3 Prévalence de Wolbachia parmi les femelles dans les échantillons collectés en 2003, 2004 et
2005 dans la RBI de Chizé et dans les sept populations périphériques étudiées.

On peut noter que les prévalences varient fortement d'une population a l'autre :
certaines populations présentent des taux d'infection tres élevés (par exemple J en 2003 ou B
en 2004), d'autres des taux d'infection intermédiaires (par exemple G, M, H, O ou Q), et
d'autres paraissent non infectées (par exemple K, PA, PC et PF). Il n'y a pas de lien apparent
entre la prévalence de Wolbachia et le pourcentage de males. La plupart des (sous-
)populations infectées le sont par les deux souches wVulM et wVulC. De fortes différences
peuvent étre observées méme entre des populations distantes de quelques centaines de meétres,
comme par exemple entre les sous-populations C et D dans 1'échantillonnage 2005 (Figure V-
4). La structuration observée est également similaire d'une année sur l'autre. Afin de plus de
clarté, les autres résultats obtenus sur les prévalences de Wolbachia sont présentés de manicre

plus détaillée page 111.
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Dans les populations périphériques, les prévalences de Wolbachia sont beaucoup plus
faibles que dans la RBI de Chizé (Figures V-3 et V-4), avec une prévalence globale de 14,7%
(10,7% de wVulM et 4% de wVulC). Cependant, seule la population PD présente une
prévalence ¢élevée (70% des femelles infectées par wVulM). Les autres populations paraissent

relativement peu ou pas infectées (maximum 20% des femelles dans la population PB).

¥

. P e I TR T ORGSR A Nl el R 2 e T A A

Femelles non-infectées Males

Femelles wVulM ntersexués non-infectés

Intersexués wVulC

Figure V-4 Prévalence de Wolbachia et proportions des sexes au sein de seize sous-populations d'A.
vulgare échantillonnées en 2004 au sein de la Réserve Biologique Intégrale de Chizé et de sept populations
périphériques échantillonnées en 2004 et 2005.

2. Quelques traits d'histoire de vie des femelles en fonction de leur

statut d'infection
Parmi les 80 femelles et l'intersexué femelle collectés gravides et placés en élevage, 68
femelles et I'intersexué ont donné naissance a au moins une portée de pulli (premier stade de
développement des cloportes apres I'éclosion des ceufs). Parmi ces femelles, 17 étaient

infectées par wVulC, 14 par wVulM et 37 n'étaient pas infectées. L'intersexué femelle était
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Figure V-5 Répartition des sexe-ratios dans les descendances de 68 femelles collectées gravides dans la
RBI de Chizé et qui ont donné une descendance. Du haut vers le bas, les graphiques présentent les sexe-
ratios dans les descendances des femelles infectées par wVulM, par wVulC et des femelles non-infectées.
Les mitotypes ont été identifiés par PCR-RFLP sur le géne COX2. Les nombres au dessus des
histogrammes indiquent le nombre de portées total suivi du nombre entre parenthéses de portées dont la
sexe-ratio est significativement différente de 0,5.

infecté¢ par wVulC. Les femelles infectées par wVulM et par wVulC présentaient toutes le
méme type mitochondrial associé a leur statut d'infection (respectivement AvA et AvD ;
Figure V-5). Les femelles non-infectées peuvent étre associées aux quatre mitotypes trouveés
dans la RBI de Chizé. Cependant, elles sont majoritairement associées aux mitotypes AvVF
(62,2 %) et AVE (21,6%). Les répartitions des sexe-ratios observées pour chaque type de

femelles sont présentées sur la Figure V-5.
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Les sexe-ratios des descendances infectées par wVulM présentent une distribution
unimodale biaisée en faveur des femelles (moyenne = 0,18). 12 portées sur les 14 présentent
une sexe-ratio significativement inférieure a 0,5. Aucune portée ne présente de sexe-ratio
biaisée en faveur des males. Les sexe-ratios des femelles infectées par wVulC sont plus
variables et en moyenne plus élevées (moyenne = 0,34) que celles des femelles infectées par
wVulM. Dix portées sont significativement biaisées en faveur des femelles mais 4 sont
significativement biaisées en faveur des males. Enfin, les portées des femelles non infectées
présentent des sexe-ratios encore plus variables, avec une distribution clairement bimodale
(un mode de portées dont la sexe-ratio est inférieure a 0,2 et un mode de portées avec une
sexe-ratio légerement supérieure a 0,5). La moyenne des sexe-ratios des portées des femelles
non infectées est de 0,40. Une telle distribution est incompatible avec la distribution
unimodale attendue avec des femelles génétiques ZW. La présence de I'¢lément f dans la
métapopulation est donc probable. Les tailles de portée présentent de fortes variations d'une
femelle a l'autre (de 5 a 213 pulli par portée) et sont difficilement comparables étant donné
que les femelles ont été prélevées sur des sites de qualités différentes. On peut cependant

noter que les moyennes des tailles de portées sont comparables pour les trois types de meres.
3. Polymorphisme des marqueurs nucléaires de 1'hote

a) Diversité génétique

Les loci microsatellites montrent des niveaux de polymorphisme remarquablement
homogenes au sein des échantillons collectés dans la RBI de Chizé et dans les populations
périphériques (Tableau V-6). La richesse allélique est en moyenne de 6,38 parmi les
¢chantillons d'adultes (min. 5,61 ; max. 6,94) et de 6,14 dans les échantillons de juvéniles
(min. 5,34 ; max. 6,54) collectés dans la RBI de Chizé, et de 6,33 dans les populations
périphériques (min. 5,93 ; max. 6,66). L'hétérozygotie attendue est élevée et en moyenne
respectivement de 0,765 (min. 0,723 ; max. 0,798) et de 0,769 (min. 0,735 ; max. 0,804) dans
les échantillons d'adultes et de juvéniles collectés dans la RBI de Chizé, et de 0,773 dans les

populations périphériques (min. 0,759 ; max. 0,785).
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Tableau V-6 Analyse du polymorphisme des loci microsatellites au sein de la RBI de Chizé et des

populations périphériques. Les valeurs Fjs ont été testées par 10000 permutations. Les valeurs

significatives au seuil de 5% sont indiquées en gras. La seule valeur significative aprés correction de
Bonferroni est soulignée.

Population Richesse

allélique

Adultes de la RBI de Chizé

Ho Fis

C 19 6,33 0,761 0,705 0,075
E 9 6,60 0,723 0,733 -0,015
F 15 5,61 0,751 0,813 -0,086
G 19 6,15 0,773 0,758 0,020
H 16 6,62 0,785 0,771 0,018
J 12 6,79 0,772 0,817 -0,061
K 14 5,84 0,769 0,729 0,055
M 15 6,94 0,778 0,800 -0,029
O 18 6,62 0,798 0,733 0,083
Q 14 6,28 0,744 0,657 0,121
Moyenne 15,1 6,38 0,765 0,752 0,023
Ecart-type 0,42 0,023 0,050
Juvéniles de la RBI de Chizé

Bp 20 5,34 0,735 0,710 0,035
Hp 21 6,40 0,774 0,770 0,005
Ip 23 6,50 0,762 0,752 0,013
Opl 15 6,11 0,761 0,675 0,116
Op2 19 6,54 0,804 0,683 0,155
Qp 18 5,94 0,779 0,804 -0,033
Moyenne 19,3 6,14 0,769 0,732 0,044
Ecart-type 0,46 0,023 0,051
Populations périphériques (adultes)

PA 19 6,14 0,773 0,758 0,020
PB 23 6,54 0,774 0,696 0,103
PC 23 6,56 0,776 0,757 0,026
PD 22 6,45 0,783 0,736 0,061
PE 22 6,66 0,785 0,746 0,051
PF 23 6,04 0,759 0,739 0,026
PG 22 5,93 0,763 0,709 0,073
Moyenne 22 6,33 0,773 0,734 0,052
Ecart-type 0,29 0,009 0,024

Les tests de Friedman (Statistica Kernel v. 5.5, ©Statsoft France 1984-2000) n'ont pas
permis de détecter de différences significatives entre la diversité génétique des échantillons
collectés dans la RBI de Chizé et dans les populations périphériques, qu'ils soient basés sur le
nombre d'alléles apres raréfaction (dl = 16 ; X? = 4,542 ; P = 0,47), sur I'hétérozygotie
attendue (dl =16 ; X>=10,776 ; P =0,82) ou I'hétérozygotie observée (dl = 16 ; X> = 11,58,
P =0,77). Les tests donnent des résultats similaires pour les échantillons de juvéniles sur le

nombre d'all¢les aprés raréfaction (dl =5 ; X? =4,886 ; P =0,43), sur I'hétérozygotie attendue
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(dl=5; X*=10,436 ; P=0,84) ou I'hétérozygotie observée (dl =5 ; X>=7,989 ; P =0,16).
Les tests de Friedman n'ont pas permis de détecter de différences significatives entre la
diversité génétique des échantillons de juvéniles et de grands individus, qu'ils soient basés sur
le nombre d'alléles aprés raréfaction (dl = 10 ; X* = 9,236, P = 0,51), sur I'hétérozygotie
attendue (dl = 10 ; X2 = 9,964, P < 0,44) ou I'hétérozygotie observée (dl = 10 ; X? = 13,809,
P=0,18).

Au sein des échantillons d'adultes collectés dans la RBI de Chizé, le Fjs global n'est
pas significativement différent de 0 (F;s=0,023 ; P=0,10). Cette valeur est un peu plus
¢levée et devient significativement supérieure a zéro parmi les échantillons de juvéniles
(Fis=0,044 ; P=0,024). Au sein des populations périphériques, le Fjs global est
significativement supérieur a zéro (F;s= 0,052 ; P=0,003). Les valeurs Fjs calculées sur
chaque échantillon s'échelonnent de -0,086 a 0,155. Seul I'échantillon Op2 présente une
valeur Fjg significative (Fjs= 0,155 ; P =0,002) apres correction de Bonferroni. Globalement,
on peut cependant noter que, bien que non significatives, les valeurs Fjs ont plutdt tendance a

étre positives (5 valeurs négatives contre 18 valeurs positives).

b) Déséquilibre de liaison
Les tests de déséquilibre de liaison génique réalisés entre les cinq marqueurs
microsatellites (Tableau A-2 en Annexe IV) n'ont pas permis de déceler de déséquilibre
d'association significatif apres correction de Bonferroni, que ce soit en poolant 1'ensemble des

populations (k = 10 tests) ou en analysant chaque population séparément (k = 230 tests).
4. Polymorphisme du marqueur mitochondrial de I'héte

a) Diversité génétique

En tout 4 mitotypes distincts ont ét¢ identifiés par séquencage du géne COX2 de 204
individus échantillonnés au sein de la RBI de Chizé et des sept populations périphériques.
L'utilisation de deux enzymes de restriction a ensuite permis de compléter rapidement les
résultats sur l'ensemble des individus. Les mitotypes identifiés ici correspondent aux
mitotypes AvA, AvD, AVE et AVF observés dans 1’étude précédente (voir Chapitre IV). Les
mitotypes AvD et AVF sont présents dans toutes les populations étudiées (Figure V-6). Ce
sont également les mitotypes les plus fréquents avec des fréquences respectives de 38,1%
(31,0% chez les femelles et 48,9% chez les males) et 34,5% (40,0% chez les femelles et
26,2% chez les males) sur I’ensemble des échantillons de 2004. Le mitotype AVA est présent

dans tous les échantillons excepté B, L, PC et PF et présente une fréquence globale de 18,5%
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(21,7% chez les femelles et 13,7% chez les méles). Malgré une fréquence globale plus faible
de 8,9% (7,4% chez les femelles et 11,2% chez les males), le mitotype AVE est plus
largement réparti que le mitotype précédent, puisqu’il est présent dans toutes les
(sous-)populations excepté G et PG. Cependant, la répartition des mitotypes n’est pas €gale
entre toutes les populations. Ainsi certaines seront dominées par un mitotype (par exemple
mitotype AvD dans la sous-population B ou AvF dans les populations PC et PF) ou
présenteront les différents mitotypes a des fréquences intermédiaires (par exemple les sous-

populations M ou O).
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b) Déséquilibre de liaison
Les tests de déséquilibre d’association montrent un fort déséquilibre d'association
entre I’ADN mitochondrial et le statut d’infection par Wolbachia (test exact de déséquilibre

d'association, P<107). En particulier, on peut noter que les associations suivantes sont
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majoritaires (Tableau V-7): AvA-wVulM (D’ =0,887), AvD-wVulC (D’ =0,903), AvE-
Non-Infecté (D’ = 0,822) et AvF-Non-Infecté (D’ =0,915). Cependant toutes les associations
possibles ont été observées au moins une fois, suggérant 1’existance de transferts horizontaux

de Wolbachia.

Tableau V-7 Valeurs de déséquilibre de liaison D' entre le statut d'infection par Wolbachia et ' ADN
mitochondrial (COX2) des femelles A. vulgare au sein de la RBI de Chizé et des sept populations
périphériques échantillonnées.

AvA AvD AvE AvF
non-infectée -0.463 -0.680 0.822 0.915
wVulC -0.910 0.903 -0.789 -0.925
wVulM 0.887 -0.879 -0.891 -0.896

5. Evolution des fréquences mitochondriales et des prévalences de

Wolbachia
L’évolution et la stabilité de la composition génétique de plusieurs sous-populations
ont ¢€té¢ analysées en comparant deux ou plusieurs générations collectées simultanément et/ou

a des dates différentes sur un méme site.

a) Variation entre adultes et juvéniles

Les fréquences des mitotypes et des prévalences de Wolbachia entre adultes et
juvéniles ont pu étre comparées uniquement dans les six sous-populations (B, H, J, O, Q et R)
ou des juvéniles ont été trouvés. Les fréquences des associations mitotype-statut d'infection
sont présentées sur la figure A-3 en Annexe IV. Les différences de fréquences ont été testées
par des tests exacts de différenciation (méthode de Fisher) a l'aide du logiciel Genepop
(Raymond & Rousset, 1995). Ces tests prennent en compte a la fois les fréquences
mitochondriales et le statut d'infection mais également la proportion des sexes.

Globalement les fréquences des différents types d'associations sont relativement
semblables entre générations dans chacune des sous-populations étudiées. Cependant la
proportion des sexes n'est pas toujours stable et semble fortement contribuer a augmenter la
valeur des tests. C'est le cas des sous-populations B (P = 0,002) et dans une moindre mesure
H (P =0,060) et J (P = 0,106). Globalement, les types d'associations présents chez les adultes
sont retrouvés chez les juvéniles avec des fréquences assez proches, en particulier s'ils sont
bien représentés. C'est le cas par exemple de l'association AvD-wVulC dans les sous-
populations B, J, Q et R ou de I'association AvA-wVulM dans les sous-populations O et R.

Dans le cas de la sous-population O, on peut remarquer que les fréquences des
différents types d'associations sont significativement différentes entre les femelles des deux
groupes Opl et Op2 (test exact de différenciation, P = 0,013). Mais, il n'y a pas de différence

significative si I'on considére les deux sexes (P =0,081). Il n'y a pas non plus de différence
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significative lorsqu'on compare les adultes et les juvéniles (Opl et Op2 poolés ; P =0,576).
Les différences observées entre Opl et Op2 sont attendues si quelques femelles ont choisi
chacune de libérer leurs pulli dans l'une ou l'autre des touffes de graminées et si les juvéniles
collectés ne se sont pas déplacés en grand nombre d'une touffe d'herbe a l'autre avant d'étre
collectés.

Les variations de fréquence des mitotypes semblent plus importantes chez les males
que chez les femelles. Cependant, les effectifs sont trés variables d'une génération a l'autre
pour les males et les variations de fréquence observées sont probablement dues au faible

nombre de males échantillonnés.

b) Variation au cours des trois années d'échantillonnage

Les fréquences des associations mitotype-statut d'infection par Wolbachia ont été
suivies dans dix sous-populations de la RBI de Chizé au cours de trois échantillonnages
effectués aux printemps 2003, 2004 et 2005. L'ensemble des résultats est présenté sur la
Figure A-3 en Annexe IV. A deux reprises, il n'a pas été possible de prélever des males sur
certaines plateformes au cours des échantillonnages. Il s'agit des sous-populations L lors de
'échantillonnage de 2005 et J lors de I'échantillonnage de 2003. Il n'a également pas été
possible de collecter un seul individu sur les plateformes C et E en 2005 malgré des
recherches intensives. Globalement, on peut noter que plusieurs sous-populations présentent
des fréquences d'association mitotype-statut d'infection par Wolbachia relativement stables
dans le temps alors que d'autres paraissent beaucoup moins stables.

* Sous-populations a dynamique plutét instable :

0 Sous-population C : Cette sous-population parait relativement instable. D'une part,

il n'a pas été possible de trouver de cloportes en 2005, suggérant une dynamique de
population instable. D'autre part, les fréquences mitochondriales des males sont
assez différentes en 2003 et en 2004 bien que le test exact de Fisher ne soit pas
significatif (P =0,081). Dans le cas des femelles, il est difficile de conclure a une
instabilité des fréquences des associations étant donné la faiblesse des effectifs.

0 Sous-population E : La taille réduite des effectifs rend difficile la comparaison

entre 2003 et 2004 et aucun spécimen n'a été trouvé en 2005. On peut cependant
noter que les fréquences mitochondriales sur les males semblent assez différentes

entre les deux échantillonnages (P = 0,144).

0 Sous-population F : Ici également, la taille réduite des effectifs rend difficile la

comparaison des trois années d'échantillonnage. Cependant les tests exact de
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Fisher indiquent une différence significative entre 2003 et 2004 (P =0,019). Alors
que l'association AvD-wVulC est dominante chez les femelles en 2004, cela ne
semble pas €tre le cas les deux autres années. Par contre, le mitotype AVF est
majoritaire chez les males lors des trois échantillonnages.

0 Sous-population Q : La sous-population Q présente une grande variété

d'associations mitotype-statut d'infection. En tout, neuf associations différentes ont
été observées. Malgré des tests non significatifs, les fréquences des associations
semblent relativement instables dans cette sous-population. Aucune association ne
reste majoritaire les trois années.

0 Sous-population M : Sur les trois années, les associations AvA-wVulM et AvF-

non-infect¢ semblent étre majoritaires. Néanmoins, l'association AvA-wVulM
semble diminuer en fréquence et laisser place a d'autres associations minoritaires
(essentiellement des femelles non infectées). La variabilité génétique de cette sous-
population au cours du temps semble intermédiaire entre les sous-populations
stables et instables.

* Sous-populations a dynamiques plutot stables :

0 Sous-population G : Cette sous-population parait relativement stable avec les

associations AvD-wVulC et AvF-non infecté bien représentées au cours des trois
années ¢échantillonnées. La prévalence de wVulM semble diminuer au cours des
années, laissant place a wVulC. Les mitotypes observés chez les males sont
concordants avec ceux observés chez les femelles (mitotypes majoritaires AvD et
AVF).

0 Sous-population H : Cette sous-population parait moins stable que la précédente.

Néanmoins, on peut noter que l'association AvD-wVulC reste dominante parmi les
femelles au cours des trois années, excepté quelques fluctuations. Les autres
associations observées paraissent par contre relativement instables et ne se
maintiennent peut-étre que par un apport régulier de migrants d'autres sous-
populations. Contrairement aux femelles, les fréquences mitochondriales des males
ne paraissent pas aussi stables. Il est intéressant de noter également que les
fréquences mitochondriales des males sont assez différentes de celles des femelles.
En particulier le mitotype AvA est largement majoritaire chez les males alors qu'il

est plutdt minoritaire chez les femelles. De méme le mitotype AvD majoritaire
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chez les femelles parait minoritaire chez les males, et est méme absent chez les
adultes collectés en 2004.

0 Sous-population J : La situation est assez similaire a la sous-population précédente,

avec une association AvD-wVulC majoritaire les trois années. D'autres
associations minoritaires sont également présentes mais elles semblent instables au
cours du temps chez les femelles. Par contre, les fréquences mitochondriales des
males sont plus proches de celles des femelles que dans le cas précédent. En effet
le mitotype AvD est majoritaire aussi bien chez les males que chez les femelles.

0 Sous-population K : Cette sous-population apparemment non infectée par

Wolbachia parait présenter une relative stabilité des fréquences mitochondriales.
En effet, on retrouve les mitotypes AVE (minoritaire) et AvF (majoritaire) a des
fréquences assez comparables au cours des trois années. Il semble toutefois, que le
mitotype AvD observé uniquement en 2003 chez les deux sexes et en 2004 chez
les males, diminue en fréquence entre 2003 et 2005.

0 Sous-population O : Les fréquences des associations mitotype-statut d'infection

sont remarquablement stables chez les femelles comme chez les males dans cette
sous-population y compris pour les associations minoritaires. Les associations
AvD-wVuIC et AvVA-wVulM semblent toutefois diminuer en fréquence au profit

de l'association AvF-non infecté.

6. Tests de neutralité et détection de goulot d'étranglement

démographiques

a) Tests de goulots d'étranglement :

Les tests de goulots d'étranglements ont été réalisés a l'aide du logiciel Bottleneck
v. 1.2.02 (Piry et al., 1999). Trois modeles de mutation ont été utilisés successivement (IAM,
SMM et TPM) et deux tests statistiques distincts ont également été utilisés : test des signes
(Cornuet & Luikart, 1996) et test de Wilcoxon (Luikart & Cornuet, 1998). L'ensemble des
résultats est présenté dans le Tableau V-8. La sous-population E présente un effectif (N = 9)
inférieur au minimum requis pour effectuer les tests et n'a donc pas €té analysée. Les tests des
signes sont peu puissants et n'ont pas permis de détecter d'exces ou de déficit de diversité
génique dans aucun échantillon, que ce soit dans la RBI de Chizé ou dans les populations
périphériques. Au sein de la RBI de Chizé, huit échantillons d'adultes sur les neuf analysés (C,
D, F, G, H, K, M, O et Q) présentent un exces de diversité¢ génique sous le modele IAM au

seuil de 5%. On peut noter que le seul échantillon (J) qui ne présente pas d'exces significatif
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est aussi I'échantillon dont 1'effectif est le plus faible (N = 12). On peut se demander si, pour
cet échantillon, le nombre d'individus génotypés est suffisant pour détecter les traces de
goulot d'étranglement avec les tests utilisés, d'autant plus que 1'analyse de 1'échantillon de
juvéniles Jp montre un exces significatif de diversité génique (P =0,016). Parmi les six
¢chantillons de juvéniles, quatre présentent ¢galement des exces significatifs de diversité
génique et les deux autres échantillons (Hp et Opl) présentent des exces de diversité génique
presque significatif (P =0,078 dans les deux cas). Des traces de goulots d'étranglement
démographiques étaient attendues dans les sous-populations de la RBI de Chizé du fait de
I'historique de la RBI de Chizé (fondation des sous-populations il y a au maximum une
cinquantaine d'années et dynamique de métapopulation).

Parmi les populations périphériques, quatre (PA, PB, PE, PF et PG) présentent
¢galement des exces significatifs de diversité génique au seuil de 5%. On peut noter que PD
présente un exces de diversité génique presque significatif (P =0,078). Aucun déficit ou
exces de diversité génique n'est observé sous les autres modeles de mutation (SMM et TPM)
excepté dans la population PE qui présente un déficit de diversité génique sous un modele

SMM.
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Tableau V-8 Probabilités associées aux tests de détection de goulots d'étranglements réalisés sur les cinq
marqueurs microsatellites au sein des sous-populations de la RBI de Chizé et des sept populations
périphériques étudiées. Trois modéles de mutation ont été testés a 1'aide de tests des signes et de tests de
Wilcoxon. Les valeurs significatives sont indiquées en gras. Les tests des signes ne testent que les exces de
diversité génique. * la taille de 1'échantillon E est inférieure au minimum requis pour effectuer les tests et
n'a donc pas été analysée. La taille des échantillons est rappelée entre parenthése.

1AM TPM SMM
. Test de Test de Test de

Echantillons Ezsst Wilcoxon EZSSt Wilcoxon EZSSt Wilcoxon

signes Excés Deficit signes Excés Déficit signes Excés Déficit
Adultes, RBI de Chizé
C(19) 0,070 0,016 1,000 0,334 0,406 0,688 0,324 0,594 0,500
E (9)* - - - - - - - - -
F (15) 0,070 0,016 1,000 0,320 0,078 0,953 0,682 0,312 0,891
G (19) 0,309 0,031 0,984 0,322 0,313 0,891 0,324 0,313 0,891
H (16) 0,069 0,016 1,000 0,650 0,594 0,500 0,665 0,688 0,406
J(12) 0,638 0,313 0,891 0,305 0,688 0,406 0,300 0,688 0,406
K (14) 0,066 0,016 1,000 0,662 0,078 0,953 0,678 0,313 0,891
M (15) 0,314 0,031 0,984 0,667 0,406 0,688 0,675 0,594 0,500
0O (18) 0,076 0,016 0,031 0,337 0,109 0,922 0,681 0,406 0,688
Q(14) 0,068 0,016 1,000 0,675 0,406 0,688 0,322 0,688 0,813
Juvéniles, RBI de Chizé
Bp (20) 0,062 0,016 1,000 0,652 0,406 0,688 0,669 0,500 0,594
Hp (21) 0,322 0,078 0,953 0,337 0,594 0,500 0,330 0,891 0,313
Jp (23) 0,071 0,016 1,000 0,681 0,500 0,594 0,661 0,594 0,500
Opl (15) 0,305 0,078 0,953 0,321 0,594 0,500 0,318 0,594 0,500
Op2 (19) 0,334 0,031 0,984 0,338 0,500 0,594 0,321 0,500 0,594
Qp (18) 0,075 0,016 1,000 0,325 0,688 0,406 0,093 0,922 0,109
Populations périphériques
PA (19) 0,069 0,016 1,000 0,677 0,078 0,953 0,681 0,109 0,922
PB (23) 0,321 0,031 0,984 0,676 0,500 0,594 0,339 0,594 0,500
PC (23) 0,680 0,406 0,688 0,331 0,922 0,109 0,331 0,922 0,109
PD (22) 0,328 0,078 0,953 0,331 0,953 0,078 0,323 0,953 0,078
PE (22) 0,338 0,031 0,984 0,092 0,953 0,078 0,091 0,969 0,047
PF (23) 0,073 0,016 1,000 0,335 0,891 0,313 0,093 0,953 0,078
PG (22) 0,328 0,047 0,969 0,325 0,922 0,109 0,334 0,922 0,109

b) Tests de neutralité sur ' ADN mitochondrial :

Les relations phylogénétiques de ces mitotypes avaient été présentées dans le Chapitre
IV, Figure IV-3. Les tests de neutralit¢ avaient alors montré qu’ils présentent une forte
divergence génétique, compatible avec un modele d'évolution fréquence-dépendante. Les tests
de Fu (Fu, 1997) réalisés avec le logiciel NeutralityTest (Li & Fu, submitted) sont tous
significatifs et confirment les résultats obtenus au chapitre précédent (Tableau V-9). La
divergence de ces mitotypes anciens n’est donc pas informative sur les phénoménes de
migration entre (sous-)populations. Une analyse du polymorphisme a 1’échelle nucléotidique

n’est donc pas justifiée a une échelle géographique aussi réduite (hormis pour les tests de
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neutralité); les données de polymorphisme nucléotidique ne sont donc pas présentées. Seules

les fréquences haplotypiques sont prises en compte dans I’ensemble des analyses.

Tableau V-9 Tests de Fu appliqués sur les séquences de Cytochrome Oxydase II des échantillons de la RBI
de Chizé et des populations périphériques. N : nombre de séquences, Fs : statistique de Fu, P : probabilité
d'un déficit du nombre d'haplotypes étant donné le nombre de mutations observées. *** : P <2.10°. Tous
les tests sont significatifs aprés corrections de Bonferroni.

Echantillons N Fs P
RBI de Chizé 58 0 i
PA 22 0 i
PB 21 15,86 whk
PC 20 6,393 0,016
PD 24 15,43 whk
PE 21 11,34 0,001
PF 19 6,458 0,019
PG 19 10,3 0,002
Total 204 0 xxx

7. Structuration génétique de 1'hote

a) Marqueurs nucléaires

Tests exacts de différenciation : Les tests exacts de différenciation génique (Tableau

V-10) indiquent une structuration génétique globale hautement significative sur les loci
microsatellites, a la fois pour les échantillons de la RBI de Chizé et pour les populations
périphériques. Cependant, les résultats obtenus sur les échantillons de la RBI de Chizé sont a
interpréter avec prudence, car les résultats détaillés locus par locus indiquent que la
différenciation observée est essentiellement due au locus Av6. Lors des tests locus par locus,
aucun locus ne montre de structuration significative, excepté le locus Av6 qui présente une
structuration hautement significative. Les analyses réalisées sans le locus 4v6 indiquent une
structuration non significative pour les échantillons d'adultes de la RBI de Chizé (P = 0,263).
Cependant, la structuration génétique est significative pour les échantillons de juvéniles de la
RBI (P =0.024) en prenant en compte ou non le locus 4v6. La structuration des populations
périphériques est également hautement significative en prenant en compte ou non le locus

Av6.
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Tableau V-10 Tests exacts de différenciation génique globaux appliqués aux loci microsatellites.
**% indique P < 10™

Tous loci compris Locus Av6 exclu
e dl P © dl P
Echantillons d'adultes de la RBI de Chizé s 10 ok 10,0 8 0,263
Echantillons de Juvéniles de Chizé 37,5 10 dewk 17,6 8 0,024
Populations périphériques 0 10 ek 00 8 wkE
Echantillons d'adultes de Chizé et populations 10 . OO 8 .
périphériques

Les tests exacts de différenciation génique par paires de populations confirment une
structuration génétique plus importante entre les populations périphériques qu'entre les
échantillons d'adultes de la RBI (Tableau V-10). En ne considérant que les échantillons
d'adultes, 70 des 136 comparaisons effectuées sont significatives au seuil de 5% avant
corrections séquentielles de Bonferroni et 37 au seuil de 5% apres corrections séquentielles de
Bonferroni. Cependant, ces 37 différences significatives ne se trouvent que parmi les
comparaisons entre populations périphériques (15 comparaisons significatives sur 21) et les
comparaisons entre les populations périphériques et les échantillons d'adultes de la RBI (22
comparaisons significatives sur 70). Aucune comparaison n'est significative entre les sous-
populations de la RBI, suggérant fortement une structuration plus faible dans la RBI de Chizé.
Les tests exacts de différenciation semblent indiquer une structuration génétique un peu plus
importante entre les échantillons de juvéniles de la RBI qu'entre les échantillons d'adultes
(Tableaux V-11 et V-12). En effet, 7 des 15 comparaisons entre échantillons de juvéniles (soit
47%) sont significatives avant corrections de Bonferroni (quatre apres corrections de
Bonferroni) contre 6 des 45 comparaisons (soit 13%) entre échantillons d'adultes
(respectivement aucune). Les 47% de comparaisons significatives avant corrections
séquentielles de Bonferroni ne correspondent pas a l'attendu de 5% de comparaisons
significatives dues au hasard. La forte réduction du nombre de valeurs significatives apres
corrections de Bonferroni s'explique par la perte de puissance statistique qu'entraine cette

procédure.

121
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V. Analyse de la structuration génétique du systéme

hétes/parasites _A. vulgare /Wolbachia au sein d'une métapopulation

périphériques : Valeurs Fg; par paires de populations, estimées selon Weir et Cockerham (1984) dans la demi-matrice supérieure et les probabilités associées aux
tests exacts de différenciation génique dans la demi matrice inférieure. Les valeurs Fgr ont été testées par 10000 permutations des individus entre populations. Les
valeurs significatives au seuil 5% avant corrections de Bonferroni sont indiquées en gras. Les valeurs significatives apreés corrections séquentielles de Bonferroni

sont soulignées.

C E F G H J K M O Q PA PB PC PD PE PF PG

C 0,006 -0,008 0,003 0,037 -0,009 0,012 0,021 0,021 0,047 | 0,020 0,019 0,003 0,008 0,005 0,020 0,04
E 0,466 0,019 0,002 0,044 -0,008 0,018 0,008 0,020 0,013 | 0,026 0,014 0,027 0,016 0,011 0,020 0,019
F 0,567 0,257 0,002 0,030 -0,015 0,007 0,020 0,020 0,048 | 0,029 0,022 0,005 0,009 0,018 0,013 0,042
G |0241 0712 0451 0,007 -0,003 -0,008 0,000 0,003 0,015|0,014 0,024 0,008 0,001 0,010 0,016 0,019
H 0,001 0,078 0,028 0,193 0,028 -0,007 0,002 -0,006 0,007 | 0,032 0,038 0,029 0,006 0,017 0,019 0,037
J 0,475 0967 0,928 0,565 0,063 0,001 0,003 0,013 0,027 | 0,020 0,008 0,003 0,004 0,006 0,009 0,016
K 0,065 0312 0,155 0300 0,774 0,375 -0,012 -0,005 0,012 | 0,017 0,019 0,015 0,008 0,009 0,005 0,018
M |0016 0576 0,051 0,145 0278 0381 0,902 -0,004 -0,009 | 0,020 0,029 0,031 0,012 0,006 0,010 0,010
o) 0,026 0330 0,048 0,139 0208 0,171 0,123 0,550 0,011 | 0,025 0,032 0,029 0,012 0,010 0,009 0,030
Q 0,000 0,346 0,002 0,060 0,178 0,080 0,102 0,615 0,086 0,050 0,066 0,059 0,009 0,021 0,040 0,027
PA  [0,000 0,023 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,023 0,027 0,035 0,023 0,034 0,031
PB  [0,000 0,114 0,001 0,000 0,00 0,026 0,001 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,012 0,038 0,024 0,016 0,044
PC |0,056 0,075 0,080 0,105 0,006 0,058 0,012 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,002 0,009 0,016 0,020 0,049
PD |0,159 0513 0341 0569 0314 0254 0215 0,009 0,007 0,096 | 0,000 0,000 0,061 0,004 0,023 0,035
PE |0,067 0252 0,040 0067 0,053 0091 0,134 0,083 0,037 0,004 | 0,000 0,000 0,002 0,079 0,013 0,024
PF  [0,005 0,142 0,150 0,020 0,009 0,114 0,073 0,027 0,004 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,001 0,005 0,038
PG | 0,000 0,009 0,000 0,001 0,000 0012 0,000 0,004 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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V. Analyse de la structuration génétique du systéme hétes/parasites _A. vulgare /Wolbachia au sein d'une
métapopulation

Tableau V-12 Différenciation génétique des loci microsatellites pour les échantillons de juvéniles collectés
dans la RBI de Chizé: Valeurs Fg; par paires de populations, estimées selon Weir et Cockerham (1984)
dans la demi-matrice supérieure et les probabilités associées aux tests exacts de différenciation génique
dans la demi matrice inférieure. Les valeurs Fgr ont été testées par 10000 permutations des individus entre
populations. Les valeurs significatives au seuil 5% avant corrections de Bonferroni sont indiquées en gras.
Les valeurs significatives aprés corrections séquentielles de Bonferroni sont soulignées.

Bp Hp Ip Opl Op2 Qp

Bp 0,025 0,031 0001 0015 0,012
Hp 0,002 0,004 -0,001 0,006 -0,010
Tp 0,000 0,106 0,001 0,012 0,003
Opl 0,048 0232 0373 0,009 -0,012
Op2 0,001 0,007 0,034 0,559 -0,004
Qp 0,025 0,533 0235 00902 0,265

F-statistiques : Les indices Fgr ont été calculés globalement et par paire de

populations a l'aide de l'estimateur de Weir et Cockerham (1984). Les Fsr (Tableau V-13)
confirment les résultats obtenus avec les tests exacts de différenciation et indiquent une plus
faible structuration génétique dans la RBI de Chizé que dans les populations périphériques. A
nouveau, le locus Av6 se comporte différemment des autres loci microsatellites. Lorsqu'il est
pris en compte, les sous-populations de la RBI de Chizé présentent un Fsr significatif de
0,010. Cependant, si on exclut le locus 4v6, la structuration devient non significative et le Fisr
tombe a zéro. Les échantillons de juvéniles ne semblent pas indiquer une structuration
génétique différente de celles des adultes dans la RBI de Chizé sur la base des valeurs Fr et
présentent un Fsr global comparable a celui des adultes, que I'on prenne ou non en compte le
locus Av6. Dans les populations périphériques, le locus Av6 ne présente pas une structuration
plus importante que celle des autres loci. Le Fs7 global y est de 0,025 en prenant en compte le
locus Av6 et de 0,024 en l'excluant. Dans les deux cas, la structuration est hautement
significative.

Les valeurs Fsr par paire de (sous-)populations (Tableau V-11) sont relativement
faibles aussi bien dans la RBI de Chizé que dans les populations périphériques et atteignent
un maximum de 0,066. Cependant, on peut noter une proportion de comparaisons
significatives plus importantes entre les populations périphériques (17 comparaisons
significatives sur 21 ; deux significatives apres correction de Bonferroni) qu'entre les sous-
populations de la RBI de Chizé (10 comparaisons significatives sur 45, aucune n'est
significative apreés correction de Bonferroni). Encore une fois, les tests indiquent une
structuration plus importante des échantillons de juvéniles (sept comparaisons significatives

sur 15 avant correction de Bonferroni et 4 sur 15 aprés corrections) que des échantillons

d'adultes (Tableaux V-11 et V-12)..
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hétes/parasites _A. vulgare /Wolbachia au sein d'une
métapopulation

V. Analyse de la structuration génétique du systéme

Tableau V-13 F-statistiques appliquées aux échantillons de la RBI de Chizé et aux populations
périphériques. Les valeurs ont été testées par 10000 permutations. *** P <107,

Avec le locus Av6

Fsr (P)

Fis (P

Fir (P)

Echantillons d'adultes de la RBI de
Chizé
Echantillons de Juvéniles de Chizé

0,0094 (0,012)
0,0062 (0,068)

0,0234 (0,100)
0,0437 (0,022)

0,0326 (0,038)
0,0496 (0,009)

Populations périphériques 0,0254 *** 0,0521 (0,002) 0,0762 ***
Echantl'llons d,a.dul:[e's de Chizé et 0,0185 **+ 0.0381 (0.001) 0.0558 **+
populations périphériques

Sans le locus Av6 Fsr (P) Fis (P) Frr (P)
gi?;g“ﬂons dadultesdelaRBIde 0050 0474) 00193 0.147)  0,0194 (0,148)

Echantillons de Juvéniles de Chizé
Populations périphériques
Echantillons d'adultes de Chizé et
populations périphériques

0,0038 (0,182)
0,0241 ***

0,0235 (0,148)
0,0251 (0,101)

0,0272 (0,112)
0,0486 (0,004)

0,0129 *#* 0,0222 (0,047) 0,0348 (0,003)

b) Marqueur mitochondrial
Les échantillons d'adultes collectés en 2003, 2004 et 2005 dans la RBI de Chizé
présentent des structurations génétiques trés similaires. Aussi, afin de ne pas alourdir
inutilement ce chapitre, seuls les résultats des analyses de structuration sur les échantillons
d'adultes collectés en 2004 sont présentés ici.

Tests exacts de différenciation : Les tests exacts de différenciation indiquent une

structuration significative dans les échantillons analysés aussi bien chez les juvéniles que les
adultes. Les tests globaux appliqués successivement aux échantillons d'adultes collectés en
2004 dans la RBI de Chizé, aux échantillons de juveniles collectés dans la RBI et aux
populations périphériques, sont tous hautement significatifs (P < 10™). 37 comparaisons sur
les 120 effectuées sur les échantillons d'adultes collectés dans la RBI de Chizé sont
significatives apres corrections de Bonferroni (soit 30,8% ; Tableau V-14). La proportion de
comparaisons significatives aprés correction de Bonferroni est également importante parmi
les échantillons de juvéniles (14 comparaisons sur 21, soit 66,7%, Tableau V-15). Sur la base
des tests exacts de différenciation, la structuration observée sur les échantillons de juvéniles
est comparable a celle observée sur les échantillons d'adultes collectés sur les mémes sites. La
structuration génétique du marqueur mitochondrial semble plus importante entre les
populations périphériques qu'entre les sous-populations de la RBI de Chizé, puisque 17

comparaisons sur 21 sont significatives apres corrections de Bonferroni (soit 81,0%).
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V. Analyse de la structuration génétique du systeme hotes/parasites _A. vulgare /Wolbachia au sein d'une métapopulation

Tableau V-14 Différenciation génétique du marqueur mitochondrial pour les échantillons de la RBI de Chizé collectés en 2004 et des populations périphériques :
valeurs Fgr par paires de populations, estimées selon Weir et Cockerham (1984) dans la demi-matrice supérieure et les probabilités associées aux tests exacts de
différenciation génique dans la demi matrice inférieure. Les valeurs Fs; ont été testées par 10000 permutations des individus entre populations. Les valeurs
significatives au seuil 5% avant corrections de Bonferroni sont indiquées en gras. Les valeurs significatives aprés corrections séquentielles de Bonferroni sont
soulignées.

A B C D E F G H J K L M N O Q R PA PB PC PD PE PF PG

A 0219 0,159 0,020 0,066 0,038 0,005 0016 0,086 0,117 0303 0,120 0,155 0,098 -0,005 0,083 | 0,251 0,116 0,546 0220 0,132 0,562 0,011
B | 0,001 0,570 0.401 0492 0330 0,183 0,242 0,021 0,504 0,697 0.538 0,561 0.467 0270 0470 | 0.666 0.449 0,882 0.610 0496 0.888 0,129
C |0,011 0,000 0,093 0,082 0,083 0,184 0,109 0392 -0,021 0,011 0,047 0,078 0,107 0,078 0.278 | 0,357 -0,015 0,199 0,310 0.280 0,214 0259
D |0268 0000 0,055 -0,036 0,066 0,068 0,074 0,231 0,033 0239 -0,004 0,029 -0,018 0,036 0,027 |0.234 0,093 0488 0,095 0,042 0506 0,088
E |0,071 0000 0,101 0,924 0,111 0,130 0,124 0315 0,017 0217 -0,033 -0,012 -0,036 0,076 0,036 | 0,225 0,104 0480 0,061 0,035 0499 0,157
F 0,065 0,002 0,063 0,047 0,013 0,012 -0,029 0,130 0,079 0247 0,130 0,195 0,135 -0,019 0,235|0.419 0,027 0496 0352 0269 0,515 0,048
G |0,150 0,007 0,003 0,058 0,006 0,586 0,009 0,032 0,153 0353 0,175 0236 0,151 -0,001 0,189 | 0,410 0,118 0582 0335 0235 0,598 -0,017
H 0110 0,001 0,038 0,008 0,001 0,709 0,253 0,093 0,101 0251 0,152 0205 0152 -0,024 0219 | 0371 0,048 0.465 0339 0258 0480 0,039
J 0,037 0,266 0,000 0,002 0,000 0,063 0,298 0,070 0,345 0549 0371 0416 0321 0,116 0319|0539 0294 0,771 0483 0368 0783 0,016
K |0011 0000 0,779 0,227 0402 0,020 0,001 0,004 0,000 0,058 -0,005 0,021 0,041 0,064 0,189 | 0,286 0,009 0254 0213 0,190 0269 0214
L |0,000 0000 0,105 0,000 0.000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,018 0,161 0,162 0236 0213 0419 | 0.423 0,066 0,153 0421 0406 0,166 0418
M | 0,004 0000 0,145 0478 0,885 0,004 0,001 0,000 0,000 0,523 0,001 -0,021 -0,020 0,105 0,106 | 0.265 0,087 0391 0,106 0,096 0.408 0.216
N |0,000 0,000 0,024 0,049 0273 0,000 0,000 0,000 0,000 0,152 0,000 0,458 0,006 0,149 0,111 | 0,199 0,128 0.401 0,078 0,093 0417 0272
O [0,007 0,000 0017 0,710 0,953 0,005 0,002 0,000 0,000 0,152 0,000 0,760 0,095 0,108 0,052 | 0258 0,132 0434 0,068 0,046 0449 0,174
Q |0442 0,00 0,120 0,000 0,023 0433 0235 0,798 0,028 0,061 0,000 0,007 0,001 0,002 0,166 | 0,304 0,032 0451 0280 0.205 0468 0,042
R 0,034 0,000 0,000 0,102 0,105 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0.000 0,010 0,001 0,019 0,000 0,194 0276 0,667 0,025 -0,026 0.681 0,169
PA 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,001 0361 0,721 0,195 0,200 0734 0.415
PB 0,006 0000 0,538 0,006 0,002 0,145 0,002 0,202 0,000 0,101 0,009 0,001 0,00 0,000 0,258 0,000 | 0,000 0239 0334 0289 0252 0,193
PC 0,000 0,000 0,001 0,000 0.000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000 |0.000 0,000 0,647 0,618 -0,022 0,610
PD 0,000 0,000 0,000 0,011 0,074 0,00 0,000 0,000 0,000 0.000 0.000 0,015 0,042 0,011 0,000 0,106 0,001 0,000 0,000 0,002 0,660 0,330
PE 0,008 0,000 0,000 0,083 0,139 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000 0,014 0,002 0,031 0,000 0,874 0,001 0,000 0,000 0,324 0,632 0221
PE 0,000 0,000 0,001 0,000 0.000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000 0,003 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,623
PG 0,050 0,010 0,000 0,016 0,002 0,128 0,556 0,016 0,304 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,023 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000
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V. Analyse de la structuration génétique du systéme hotes/parasites _A. vulgare /Wolbachia au sein d'une
métapopulation

Tableau V-15 Différenciation génétique du marqueur mitochondrial pour les échantillons de juvéniles de la
RBI de Chizé : valeurs Fgr par paires de populations, estimées selon Weir et Cockerham (1984) dans la demi-
matrice supérieure et les probabilités associées aux tests exacts de différenciation génique dans la demi
matrice inférieure. Les valeurs Fgr ont été testées par 10000 permutations des individus entre populations. Les
valeurs significatives au seuil 5% avant corrections de Bonferroni sont indiquées en gras. Les valeurs
significatives aprés corrections séquentielles de Bonferroni sont soulignées.

Bp Hp Jp Qp Opl Op2 Rp

Bp 0,024 0292 0258 0.604 0524 0514
Hp 0267 0,118 0,083 0451 0396 0413
Jp 0000 0056 0,043 0214 0242 0313
Qp 0000 009 0,89 0,193 0207 0271
Opl 0000 0.000 0000 0,002 0,051 0,110
Op2 0,000 0,000 0,000 0000 0,063 -0,012

Rp 0,000  0.000 0.000 0,000 0,009 0351

F-statistiques : Des analyses de variance moléculaire (AMOVA) ont été réalisées sur les

données du marqueur mitochondrial afin d'estimer les niveaux de structuration génétique au sein
de la RBI de Chizé et dans les populations périphériques. Les Fsr globaux confirment I'existence
d'une structuration forte et hautement significative au sein de la RBI de Chizé et des populations
périphériques (Tableau V-16). La structuration observée sur les échantillons d'adultes de la RBI
de Chizé est assez élevée (Fsr=0,167) et hautement significative. La structuration entre
échantillons de juvéniles est plus élevée et atteint 0,298. Cependant, I'analyse des échantillons
d'adultes collectés sur les mémes sites en 2004 (B, H, J, O et Q) montre un niveau de
structuration plus faible (Fs7=0,208 ; P<107) que celles des juvéniles. Cette différence de
structuration peut indiquer un effet de la dispersion plus importante chez les adultes que chez les
juvéniles. La structuration est, par contre, plus importante dans les populations périphériques
puisque le Fr atteint ici 0,437. Les comparaisons par paires de populations confirment la forte
structuration génétique des populations périphériques avec des valeurs de Fsr trés variables,

allant de -0,022 a 0,734 (Tableau V-14).
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V. Analyse de la structuration génétique du systéme hotes/parasites _A. vulgare /Wolbachia au sein d'une
métapopulation

Tableau V-16 AMOVA appliquées au marqueur mitochondrial sur les échantillons collectés dans la RBI de
Chizé en 2003, 2004 et 2005 et sur les populations périphériques. *** P <107,

Degrés Somme  Composantes

0,
de des de la A) de Fst

. . > ) variance

liberté carrés variance
RBI de Chizé V. inter. 15 29,45 0,059 16,74 0,167
(échantillons d'adultes V. intra. 434 128,30 0,296 83,26 b
collectés en 2004)
Juvéniles de la RBI de V. inter. 6 16,32 0,099 29,83 0,298
Chize V. intra. 171 39,99 0,234 70,17
Populations V. inter. 6 38,26 0,16 43,71 0,437
périphériques V. intra. 265 54,49 0,206 56,29
Ensemble Populations V. inter. 22 71,35 0,095 26,7 0,267
périphériques et RBI V. intra. 699 182,79 0,262 73,3

de chizé (échantillons
2004)

V. intra. = Variante intrapopulation ; V. inter. = Variante interpopulation.
¢) Tests de Mantel

Des tests de Mantel simples et partiels ont été réalisés afin de déterminer les facteurs
influencant la structuration génétique au sein de la RBI de Chizé et des populations
périphériques. L'ensemble des résultats est présent¢ dans le Tableau V-17. La structuration
génétique des loci microsatellites ayant été analysées au sein de la RBI de Chizé sur les
échantillons d'adultes collectés en 2003, les tests de Mantel partiels incluant la structuration
génétique nucléaire d'A. vulgare n'ont été réalisés que sur les échantillons collectés en 2003 dans
la RBI de Chizé et ceux des populations périphériques.

Echantillons _de 2003 de la RBI de Chizé : Les tests de Mantel n'indiquent pas

d'isolement par la distance significatif entre les sous-populations de la RBI de Chizé que ce soit
sur les loci microsatellites (> = 0,008 ; P=0,955 ; Figure V-7), sur le marqueur mitochondrial
(#*»=-0,107 ; P 0,487 ; Figure V-8) ou sur les prévalences de Wolbachia (r* =-0,098 ; P = 0,957).
IIs montrent par contre une étroite relation entre la structuration du marqueur mitochondrial et les
prévalences de Wolbachia (r¥*= 0,785 ; P=0,0001). Ce dernier résultat est facilement expliqué
par le déséquilibre d'association existant entre ces deux marqueurs (voir Chapitre IV). Il n'existe
pas de relation significative de la structuration des loci microsatellites avec celles du marqueur
mitochondrial (#>=-0,286 ; P=0,059) ou celle des prévalences de Wolbachia (r*= 0,314 ;

P =0,628). Les tests partiels de Mantel confirment la corrélation entre différenciation du
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V. Analyse de la structuration génétique du systeme hotes/parasites _A. vulgare /Wolbachia au sein d'une métapopulation

Tableau V-17 Tests de Mantel simples et partiels effectués sur les données des échantillons de la Réserve Biologique Intégrale de Chizé et les sept populations
périphériques. Les distances géographiques ont été In-transformées et les Fgy transformés en Fg;/(1-Fg7). Prévalence Wolbachia correspond aux Fgr/(1-Fgr) calculés
sur les prévalences de Wolbachia.

Echantillons 2003 de la RBI Populations périphériques

Variable dépendante Variable explicative Variable controlée r? p P r? s P

Fsr microsatellites Distance géographique 0,008 0,000 0,955 0,580 0,018 0,006

Fgr ADN

mitochondrial Distance géographique -0,107 -0,054 0,487 0,526 1,134 0,014
Prévalence Wolbachia 0,848 0,320 0,000 0,090 0,088 0,704
Fgr microsatellites -0,286 -6,374 0,059 0,105 7,338 0,654

Prévalence Wolbachia  Distance géographique -0,098 -0,112 0,957 -0,083 -0,185 0,722
Fgr microsatellites -0,314 -4,614 0,628 -0,227 -16,291 0,322
Fgr ADN mitochondrial 0,785 2,188 0,000 0,090 0,093 0,711

Fgr ADN

mitochondrial Distance géographique Fgr microsatellites -0,107 -0,053 0,487 0,526 1,510 0,007
Fgr microsatellites Distance géographique -0,286 -6,355 0,056 -0,245 -20,949 0,280

Prévalence Wolbachia  Distance géographique Fgr microsatellites -0,098 -0,128 0,551 0,083 0,162 0,795
Fgr microsatellites Distance géographique -0,314 -18,515 0,035 -0,220 -19,334 0,345

Echantillons 2004 de la RBI Echantillons 2005 de la RBI

Variable dépendante Variable explicative Variable controlée r? S P r? p P

Fgr ADN

mitochondrial Distance géographique 0,039 0,021 0,670 0,001 0,000 0,996
Prévalence Wolbachia 0,575 0,099 0,001 0,716 0,285 0,002

Fgr ADN

mitochondrial Distance géographique Prévalence Wolbachia 0,001 0,001 0,987 -0,010 -0,004 0,965
Prévalence Wolbachia Distance géographique 0,575 0,099 0,000 0,716 0,285 0,002
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V. Analyse de la structuration génétique du systeme hotes/parasites _A. vulgare /Wolbachia au sein d'une

métapopulation

marqueur mitochondrial et prévalences de Wolbachia. Par contre ils indiquent une corrélation
négative entre la structuration des loci microsatellites (c'est a dire les flux de genes) et la
structuration des prévalences de Wolbachia (r* =-0,314 ; P=0,035).

Echantillons de 2004 et de 2005 de la RBI de Chizé : Les tests de Mantel réalisés

sur les deux échantillonnages confirment la corrélation significative entre la structuration du

marqueur mitochondrial et la structuration des prévalences de Wolbachia (P = 0,001 en 2004

et P=0,002 en 2005).

RBI Chizé
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Figure V-7 Relation entre différenciation génétique des marqueurs microsatellites (Fs;/(1-Fs7)) et distance
géographique (In) entre les sous-populations collectées dans la Réserve Biologique Intégrale de Chizé
(graphique de gauche) et entre les sept populations périphériques (graphique de droite).
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Figure V-8 Relation entre différenciation génétique de I'ADN mitochondrial (Fs;/(1-Fsy)) et distance
géographique (In) entre les sous-populations collectées dans la Réserve Biologique Intégrale de Chizé

(échantillonnage de 2003 ; graphique de gauche) et entre les sept populations périphériques (graphique de
droite).

Populations périphériques : Le type de structuration observé sur les populations

périphériques parait trés différent de la structuration observée dans la RBI de Chizé. En effet,
la structuration des loci microsatellites est significativement corrélée aux distances
géographiques séparant les populations (»*=0,580 ; P=0,006 ; Figure V-7) et suggere
l'existence d'un isolement par la distance. Le marqueur mitochondrial montre également une
structuration compatible avec un mod¢le d'isolement par la distance (#*= 0,526 ; P=0,014 ;
Figure V-8). Par contre la structuration des prévalences de Wolbachia n'est corrélée ni aux

distances géographiques, ni aux structurations des marqueurs microsatellites et mitochondrial.
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V. Analyse de la structuration génétique du systeme hotes/parasites _A. vulgare /Wolbachia au sein d'une
métapopulation

Les tests de Mantel partiel confirment ces résultats. L'absence de corrélation entre le
marqueur mitochondrial et Wolbachia peu facilement étre expliquée par le fait qu'une seule
population (PD) est fortement infectée par Wolbachia parmi les populations périphériques.

Wolbachia influence donc peu la structuration de ces populations.

D. Discussion

La dynamique de Wolbachia semble différente au sein de la métapopulation de la RBI
de Chizé et dans les populations périphériques. En effet, les deux souches Wolbachia (wVulC
et wVulM) sont relativement abondantes dans les sous-populations de la RBI de Chiz¢, mais
sont beaucoup moins fréquentes dans les populations périphériques. De plus le
polymorphisme de I'ADN mitochondrial semble structuré selon un modéle d'isolement par la
distance dans les populations périphériques mais pas au sein de la métapopulation de la RBI

de Chizé. Les dynamiques de ces deux "ensembles" sont donc a analyser séparément.

1. Systéme en métapopulation dans la RBI de Chizé

Les deux souches de Wolbachia (wVulM et wVulC) présentent des prévalences
¢levées dans les sous-populations de la RBI de Chizé (62,9%). Le suivi de leurs prévalences
pendant trois ans a montré une grande hétérogénéité dans la dynamique des sous-populations
échantillonnées. Deux groupes de sous-populations ont été définis selon la stabilité¢ des
fréquences des mitotypes et des prévalences de Wolbachia. Le premier groupe comprend des
sous-populations présentant des dynamiques stables au cours du temps avec de faibles
variations (sous-populations G, H, J, K et O). Le second groupe comprend des sous-
populations caractérisées par des dynamiques plutdt instables (sous-populations C, E, F, Q et
éventuellement M). Les variations de prévalences de Wolbachia entre sous-populations
peuvent s'expliquer par des phénomenes de sélection fréquence-dépendante, tels que proposés
au Chapitre IV. Cependant, cette hypothése ne suffit pas a elle seule a expliquer les résultats
obtenus car on devrait s'attendre a observer une évolution graduelle des fréquences
mitochondriales et des prévalences de Wolbachia. Or si une telle évolution semble présente
dans les sous-populations G, M et O, elle n'est pas retrouvée dans les populations C, E, F et Q.
Une autre explication réside dans un fonctionnement de I'ensemble des sous-populations de la
RBI en métapopulation avec des sous-populations "sources" et des sous-populations "puits"
(Pulliam, 1988; Pulliam & Danielson, 1991). Les sous-populations sources présentent un taux
de croissance supérieur a 1 et envoient un flux d'émigrants vers les sous-populations puits.

Une telle dynamique est étroitement li¢e a la qualité des habitats. Cependant, d'autres facteurs
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tels que les facteurs féminisants peuvent induire une telle dynamique en biaisant fortement les
sexe-ratios (Hatcher et al., 1999; Hatcher, 2000).

D'apres nos relevés d'habitat sur les différents sites, il semble exister un lien entre la
stabilité¢ des populations et deux facteurs environnementaux : une bonne ouverture du milieu
et un pourcentage important de sol nu (gravier). En effet, les quatre sites dont les dynamiques
semblent les plus instables (sous-populations C, E, F, Q), présentent des indices d'ouverture
faibles (1 a 3) et les cinq sites les plus stables (sous-populations G, H, J, K et O) ont des
indices d'ouverture ¢élevés (de 3 a 5). Le pourcentage de sol nu est également plus important
dans le cas des sous-populations les plus stables (0 a 80%, moyenne 40%) que dans le cas des
sous-populations les plus instables (0 a 50%, moyenne 14%). Cependant, ce facteur est en
partie lié¢ a la proximité des arbres (dont les feuilles couvrent partiellement ou totalement les
plateformes a l'automne) et donc a 1'ouverture du milieu. De plus la forte variabilité¢ de ce
parametre suggere qu'il n'a pas un effet majeur sur les populations d'4. vulgare. Une
hypothese pourrait étre qu'une forte ouverture du milieu favorise un microclimat plus chaud et
plus sec en permettant au rayonnement solaire de chauffer la plateforme. Un milieu pauvre en
litiere et en végétation éviterait une accumulation d'humidité importante en particulier 1'hiver,
qui pourrait étre défavorable a A. vulgare (Corré, 2007). Cependant, des analyses plus
approfondies et sur un plus grand nombre de sites sont nécessaires pour tirer des conclusions.

Un autre argument en faveur d'une dynamique en métapopulation est que la
dynamique des sous-populations puits est gouvernée par des phénomenes d'extinction suivis
de recolonisation. Or il n'a pas été possible de récolter d'individus dans deux sous-populations
(C et E) en 2005, suggérant l'existence d'extinctions locales. Dans le cas de la sous-population
C, la présence d'un stock de bois sous bache couvrant une grande partie de la plateforme a
peut-étre eu un impact négatif sur le fonctionnement de cette sous-population. L'enlévement
du stock de bois en 2005 est peut-étre a 1'origine d'une perturbation supplémentaire de cette
sous-population. On peut donc raisonnablement supposer que les sous-populations G, H, J, K
et O constituent des sous-populations sources et les sous-populations C, E, F, Q des sous-
populations puits. La situation de la sous-population M est par contre plus difficile a
interpréter.

Du fait d'une dynamique d'extinction-recolonisation, toutes les sous-populations
n'auront pas le méme age. Dans un tel systéme, on s'attend donc a ce que toutes les sous-
populations n'aient pas atteint le méme stade d'évolution. On s'attend également a ce que les
pressions de sélection ne soient pas les mémes dans toutes les sous-populations, conduisant a

des évolutions différentes de leur composition génétique. Une telle dynamique a été décrite
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notamment pour au moins deux autres modeles de conflit génomique (nucléo-cytoplasmique),
la gynodioécie (Couvet ef al., 1998; McCauley et al., 2000; Pannell, 1997) et I'incompatibilité
cytoplasmique chez les insectes (Rousset et al., 1991) pour expliquer la maintenance du
polymorphisme des facteurs sexuels dans les populations. Si les recolonisations se font a
partir d'un nombre limité de migrants, la sous-population nouvellement fondée aura une
diversité génétique réduite. Sa composition initiale influencera sa future évolution et on peut
alors s'attendre a ce que les différentes sous-populations évoluent de maniéere différente. Les
simulations réalisées au Chapitre VI montrent que les fréquences initiales des facteurs
féminisants et des facteurs de résistance leur correspondant peuvent fortement influencer

1'équilibre final d'une population.

2. Origine récente de la métapopulation de la RBI de Chizé

Au sein de la RBI, les marqueurs microsatellites indiquent une structuration génétique
trés faible et non significative. Les tests de Mantel n'indiquent pas d'isolement par la distance.
La diversité génétique nucléaire semble donc homogene entre les sous-populations analysées
de la RBI de Chizé. Trois hypotheéses non exclusives peuvent expliquer ces résultats : 1/
I'ensemble des sous-populations n'est pas encore arrivé a 1'équilibre migration-dérive, 2/ les
flux de genes sont trés importants entre les différentes plateformes, 3/ le jeu de données utilisé
n'est pas suffisant pour détecter une structuration significative. La premiére hypothése est
parfaitement compatible avec I'historique de la RBI de Chizé, qui suggere que la présence d'A4.
vulgare dans la RBI date au maximum de 50 ans (tout au moins sur les plateformes). On peut
raisonnablement rejeter la troisieme hypothese car I'utilisation des mémes marqueurs sur les
populations périphériques donnent des résultats significatifs pour des tailles d'échantillons a
peine supérieures (N =22 pour les populations périphériques contre N =151 et N =19,3
respectivement pour les échantillons d'adultes et de juvéniles de la RBI). Les tests de goulots
d'étranglement sont significatifs pour au moins un mode¢le de mutation (IAM) dans huit des
neuf sous-populations analysées (échantillons d'adultes). Les résultats obtenus avec ces tests
sur les échantillons de juvéniles vont dans le méme sens, avec 4 tests significatifs et deux tests
presque significatifs (Hp et Opl ; P =0,078) sur six échantillons. Ces tests suggerent une
fondation récente et/ou des goulots d'étranglements récents sur ces populations. Aussi il est
probable qu'elles n'ont pas atteint 'équilibre migration-dérive.

Contrairement aux marqueurs microsatellites, le marqueur mitochondrial et Wolbachia
indiquent une forte structuration des sous-populations de la RBI. Cette structuration est

comparable au cours des trois années d'échantillonnage. Elle ne peut étre compatible que si
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les males dispersent plus que les femelles ou si des phénomenes de sélection influencent la
diversité génétique mitochondriale, par exemple par auto-stop génétique des facteurs
féminisants f et Wolbachia. Dans les deux cas, la dynamique des fréquences mitochondriales
et des prévalences de Wolbachia est peu influencée par celles des sous-populations voisines.
Les sous-populations de la RBI de Chizé ne constituent donc pas une seule population
étendue sur l'ensemble de la RBI de Chizé. L'hypothése de forts flux de génes entre les sous-
populations ne semble donc pas expliquer la faible structuration observée sur les loci
microsatellites. Les sous-populations de la RBI de Chizé forment donc un systéme récent de

sous-populations dont les dynamiques sont au moins partiellement indépendantes.

3. Impact favorable d'une dynamique en métapopulation sur les

prévalences de Wolbachia ?

Hatcher (1999 ; 2000) a montré que la structuration des populations avait un impact
négatif sur les prévalences des facteurs féminisants car ceux-ci entrainent une raréfaction
locale des males et fragilise par conséquent les populations (diminution du taux de croissance
et augmentation du risque d'extinction de la population). Cependant, on peut remarquer que
les études théoriques menées sur le modéle de la gynodioécie ont donné des résultats
contradictoires, certains montrant qu'une structuration des populations favorisait les fortes
prévalences de femelles (Couvet, 1998) et d'autres les défavorisait (Pannell, 1997). Les
prévalences de Wolbachia sont étonnament élevées dans la RBI de Chizé lorsqu'on les
compare aux prévalences dans les populations périphériques ou celles observées dans d'autres
¢tudes (Chapitre IV ; Juchault er al, 1993 ; Rigaud et al, 1999). Une dynamique en
métapopulation ou les populations sont fortements connectées et présentent une dynamique
d'extinction-recolonisation est peut-étre favorable au maintien de prévalences élevées de
Wolbachia.

Dans la RBI de Chizé, les sous-populations présentent une forte hétérogénéité dans les
prévalences de Wolbachia. Les €levages réalisés a partir de femelles gravides montrent que
les femelles infectées produisent plus de filles que les femelles non-infectées. Il semble
¢galement exister des différences entre femelles infectées par wVulM et par wVulC, les
premieres produisant davantage de portées biaisées en faveur des femelles. On peut donc
s'attendre a une hétérogénéité au moins des sexe-ratios primaires et peut-&tre des sexe-ratios
opérationnelles dans les populations. En 1'absence de migrations, certaines sous-populations
pourraient alors souffrir d'un déficit de males. Or des expériences menées en laboratoire

(Caubet, pers. comm.) ont montré que les males explorent davantage leur environnement que
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les femelles et disperseraient donc plus que les femelles. Les résultats obtenus dans le
Chapitre VI semblent confirmer le fait que les males dispersent plus que les femelles. Les
migrations plus importantes des males ont tendance a rééquilibrer les sexe-ratios des
populations ou les males sont rares et favorisent donc le maintien de ces populations. L'apport
de migrants males ne peut se faire principalement qu'a partir des populations dont la sexe-
ratio est moins biaisée ou équilibrée (c'est-a-dire peu infectées par Wolbachia). En effet, si
toutes les populations présentent un exceés de femelles, la dispersion des males n'aura pas
d'effet sur les sexe-ratios des populations et elles seront toutes fragilisées par le déficit de
males. La proximité de populations a sexe-ratio biaisée et de populations a sexe-ratio non-
biaisée est donc indispensable a une telle dynamique. Les faibles migrations des femelles vont
limiter I'homogénéisation des prévalences de Wolbachia parmi les sous-populations. La
dynamique en métapopulation va également permettre le maintien d'une varation des
prévalences dans les sous-populations par les extinctions-recolonisation (effet fondateur qui
limite la diversité des femelles initialement présentes). Un tel fonctionnement peut permettre

le maintien de fortes prévalences de Wolbachia au sein de la RBI.

4. Réseau d'iles périphériques ?

Les sept populations périphériques échantillonnées présentent des diversités
génétiques comparables a celles des sous-populations de la RBI de Chizé. Elles présentent
une structuration génétique nucléaire faible mais significative, compatible avec un modéle
d'isolement par la distance. Ces résultats suggerent que la structuration inter-population est
proche de I'équilibre migration-dérive. Cependant, plusieurs populations périphériques
présentent des traces d'un goulot d'étranglement récent (PA, PB, PE, PF et PG). La population
PA se trouve sur un site de trés petite taille, probablement régulicrement perturbé. La
population PB se trouve sur un terrain ou des arbres ont été plantés récemment et il n'est pas
impossible que cette population ait été fondée apres ou lors cette plantation. Malheureusement
aucune donnée n'est disponible sur 1'état de ce site avant cet aménagement. Les populations
PC, PE, PF et PG ont été récoltées dans des prairies de fauche de plus ou moins grande taille,
et la population PG dans un fossé pierreux en bordure d'une pature a vaches. Il est difficile de
trouver les causes des goulots d'étranglement détectés dans les populations PE, PF et PG. Ces
populations semblent toutefois évoluer de fagon différente des populations étudiées dans le
chapitre IV. Les populations périphériques semblent ici faire partie d'un systéme
métapopulationnel plus large dans lequel la métapopulation de la RBI de Chizé constituerait

un ensemble comparable a un "continent" formé de nombreuses iles échangeant régulierement
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des migrants et les populations périphériques des iles plus isolées les unes des autres, autour
de ce "continent".

La structuration observée sur le marqueur mitochondrial est presque trois fois
supérieure entre les populations périphériques (Fsr = 0,437) qu'entre les sous-populations de
la RBI de Chizé¢ (Fsr~0,15). Du fait de ses faibles prévalences dans les populations
périphériques (excepté la population PD), Wolbachia y joue probablement un réle limité sur
la structuration de I'ADN mitochondrial. Deux études précédentes (Juchault ef al., 1993;
Rigaud et al., 1999) ont montré que les populations hébergeants des femelles génétiques ZW
et le facteur f représentent plus de la moitié des cas étudiés. Les populations hébergeants
uniquement des femelles génétiques et celles hébergeant a la fois des femelles génétiques et
Wolbachia sont rares. Etant donné qu'il est peu probable qu'une population soit uniquement
composée de femelles génétiques, on peut raisonnablement penser que les populations
périphériques hébergent au moins I'¢lément f'et/ou des femelles génétiques ZW.

La constitution des populations périphériques semble donc différente de celles des
sous-populations de la RBI de Chiz¢. L'existence d'un isolement par la distance sur I'ADN
mitochondrial suggere que les éveénements de sélection sur des facteurs féminisants ne
permettent pas d'expliquer entierement la structuration observée. La transmission
partiellement paternelle de 1'élément f peut rapidement briser le déséquilibre d'association
avec un mitotype donné (Grandjean et al., 1993; Rigaud & Juchault, 1993). Les simulations
réalisées au Chapitre VI montrent que 1'élément f induit un auto-stop génétique important sur
I'ADN mitochondrial seulement si le géne masculinisant M est rare dans la population.
Lorsque le gene masculinisant est plus fortement représenté dans la population des le début de
la simulation, I'¢lément /' n'a qu'un effet trés limité sur la diversité génétique mitochondriale.
La situation semble ici intermédiaire. Un géne masculinisant joue probablement un role dans
la dynamique du systéme. En effet, un male porteur de I'¢élément f et du géne masculinisant
pourra transmettre 1'élément /' a sa descendance quelque soit le mitotype de la mére. Ceci
brisera le déséquilibre d'association entre I'¢élément /et I'ADN mitochondrial. La structuration
de I'ADN mitochondrial au sein des populations périphériques semble donc étre la résultante
entre d'une part des flux de génes décroissants avec la distance et d'autre part un auto-stop

génétique partiel de I'élément f'sur I'ADN mitochondrial.
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VI. Biais de structuration génétique lié au sexe : biais de

dispersion lié au sexe ou effet des facteurs fémini  sants ?

A. Introduction

Chez de nombreuses especes, il a été montré que males et femelles ne dispersent pas a
la méme fréquence. Notamment, les males dispersent plus que les femelles chez la plupart des
especes de mammiferes. A contrario, la situation est inversée chez les oiseaux (Greenwood,
1980). De nombreuses hypothéses ont été proposées pour expliquer l'existence de tels biais de
dispersion liés au sexe : compétition sexuelle (entre males pour l'acces aux femelles, entre
femelles pour les sites de ponte, etc...), évitement de la consanguinité ou coft de la dispersion
sur la fécondité (Dobson, 1982; Greenwood, 1980; Johnson, 1986; Part, 1995; Pusey, 1987,
Wolff & Plissner, 1998; Zerra & Denno, 1997). Cependant, la compréhension des tendances
évolutives des biais de dispersion liés au sexe restent un enjeu important en écologie.

Au cours des derniéres années, 1'étude des biais de dispersion liés au sexe a connu un
intérét croissant de la part des généticiens des populations. Les approches utilisées peuvent
étre classées en deux catégories : (i) celles comparant des marqueurs de classes différentes
(par exemple transmis paternellement versus transmis maternellement) et (ii) celles utilisant
des tests basés sur une seule classe de marqueur et comparant la structuration génétique
observée chez les males a celle des femelles (voir Chapitre I). La comparaison de marqueurs
de classes différentes, par exemple des marqueurs microsatellites nucléaires et un marqueur
mitochondrial, est difficile car ils présentent des modes d'évolution différents (taux de
mutation, taille effective, etc...). Une différence de structuration génétique importante entre
ces deux types de marqueurs ne signifie donc pas forcément un biais de dispersion lié au sexe.

Des expériences ¢thologiques menées au laboratoire ont montré que les males et les
femelles A. vulgare ont des comportements différents. En particulier, les femelles s'aggrégent
plus que les males et explorent moins leur environnement (Y. Caubet, pers. comm.). On peut
donc s'attendre a ce que les males dispersent plus que les femelles. Un tel biais de dispersion
peut jouer un role important dans la dynamique de Wolbachia dans les populations naturelles.
Notamment, une faible dispersion des femelles peut ralentir la propagation de Wolbachia a
travers les populations alors que la plus forte dispersion des males peut au contraire favoriser
la propagation de génes de résistance ou de 1'é1ément f. Dans l'optique de vérifier 1'existence
d'un biais de dispersion en faveur des males, des tests de biais de structuration entre les sexes

ont ¢été¢ réalisés sur les données microsatellites puis sur les données du marqueur
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mitochondrial. Cependant, les résultats obtenus présentant certaines incohérences, un effet des
facteurs féminisants a rapidement été suspecté. Des simulations ont donc également été
réalisées afin de tester I'hypothése que les différences de structuration génétiques de 'ADN
mitochondrial observées entre males et femelles sont dues a la présence de facteurs

féminisants.

B. Matériels et méthodes

1. Données empiriques

Les analyses réalisées dans ce chapitre sont basées sur les données obtenues dans le
Chapitre V (RBI de Chizé et sept populations périphériques).

Des tests de biais de structuration génétique lié au sexe ont été réalisés sur les données
microsatellites (cing loci) a 1'aide du logiciel FSTAT (Goudet, 2001; Goudet et al., 2002). Fis,
Fsr, apparentement », moyenne mAlc et variance vAlc des indices d'assignement corrigés,
hétérozygoties observées Ho et attendues He ont €té comparées entre males et femelles par
5000 permutations. Cette analyse a été réalisée séparément (i) sur les échantillons d'adultes de
la RBI de Chizé collectés en 2003 (10 sous-populations), (ii) sur les échantillons de juvéniles
et (iii) sur les populations périphériques.

La présence d'un biais de structuration entre males et femelles sur 1I'ADN
mitochondrial a été testée en comparant les Fsr entre males et femelles. A cette fin, trois
approches ont été utilisées. Dans un premier temps, des tests sur permutation on été réalisés
avec le logiciel FSTAT (Goudet, 2001; Goudet et al., 2002) de la méme fagon que sur les loci
microsatellites. Cette analyse a été réalisée séparément (i) sur les échantillons d'adultes de la
RBI de Chizé collectés en 2004 (16 sous-populations), (ii) sur les échantillons de juvéniles et
(ii1) sur les populations périphériques. Dans un second temps, j'ai calculé les Fgr par paires
d'échantillons séparément pour chaque sexe et je les ai comparés graphiquement en
représentant la relation entre Fsr mae €t Fsr femenie. Cette analyse a été réalisée sur les
échantillons d'adultes de la RBI de Chizé de 2004 et sur les populations périphériques. Enfin,
le biais de structuration a été comparé avec le logiciel FSTAT (Goudet, 2001; Goudet et al.,
2002) entre juvéniles et adultes (échantillons de 2004) des six populations ou des juvéniles

avaient ét¢ échantillonnés (B, H, J, O, Q et R).

2. Simulations
Afin d'analyser les effets éventuels de Wolbachia sur la structuration génétique de

I'ADN mitochondrial, des simulations ont été réalisées a l'aide du logiciel SEXDET version
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4.02 (janvier 2007, Yves Caubet). Je me suis en particulier intéress¢ aux effets des facteurs
féminisants sur les biais de structuration (Fisr) liés au sexe afin de proposer des hypothéses
alternatives a un biais de dispersion li¢ au sexe pour expliquer le patron de structuration
observé dans les populations naturelles. Une approche par simulation a été préférée a une
approche analytique pour plusieurs raisons. Tout d'abord, le nombre d'éléments génétiques a
prendre en compte est tres élevé et rend les équations complexes, d'autant plus qu'il s'agit de
comparer des paires de populations a des stades évolutifs différents a 1'aide de F-statistiques.

D'autres part, on ne s'intéresse pas a toutes les situations possibles, mais uniquement, celles

qu'une population est susceptible d'atteindre au cours de son évolution étant donné sa

composition initiale. Nous avons donc pris en compte 1'évolution des populations au cours du
temps pour définir 1'évolution du biais de structuration li¢é au sexe en fonction de la
dynamique des facteurs génétiques sexuels.

Si on considére un ensemble de populations, un facteur génétique sexuel tel que
Wolbachia va contaminer les différentes populations par migration, mais il ne les infectera
pas toutes au méme instant ¢. A 1'état initial, toutes les populations ont la méme composition
génétique (statut d'infection des femelles et un seul mitotype présent) et elles n'atteindront pas
le nouvel équilibre stable au méme moment. L'idée a donc été de simuler des populations a
des stades variés d'invasion par des facteurs féminisants et des facteurs de résistance sans
migration entre elles (excepté lors de l'introduction des facteurs dans les populations au temps
t =0 de la simulation). Les migrations entre populations sont absentes dans le modéle, car au
mieux, elles diminuent la structuration et le biais de structuration éventuel en homogénéisant
les populations. Le biais de structuration est alors plus difficile a détecter. Au pire, elles
peuvent induire un biais de structuration entre males et femelles, au moins dans le cas d'un
biais de dispersion entre les sexes. Dans ce dernier cas, le biais de dispersion 1ié au sexe peut
soit amplifier le biais existant, soit I'annuler, voire l'inverser et il sera tres difficile de séparer
les effets des facteurs génétiques sexuels des effets du comportement de dispersion.

Le protocole suivi a donc été le suivant :

- En condition initiale, on considére une population de composition génétique stable
(généralement une population composée pour moiti¢ de femelles génétiques ZW avec un
mitotype noté 1 et pour moiti¢é de males ZZ avec un mitotype noté 1) dans laquelle on
introduit (par migration) un ou plusieurs facteurs féminisants associés a un mitotype
étranger (noté 2) et dans certaines simultions, un gene de résistance a une fréquence
faible (par exemple 0,001). Seules les fréquences mitochondriales sont prises en compte

et on suppose une absence de polymorphisme mitochondrial dans la population initiale.
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- Simuler I'évolution de la population jusqu'a I'obtention de fréquences stables de tous les
marqueurs génétiques du modele, sans migration.

- L'évolution des fréquences des mitotypes dans la population au cours du temps est
représentée graphiquement pour les males et pour les femelles.

- Chaque temps ¢ de génération est considéré comme une population indépendante arrivée
a un stade ¢ d'évolution. Les Fsr par sexe pour chaque paire de générations sont ensuite
calculés a l'aide d'Arlequin (en considérant des populations d'une taille arbitraire de
10000 individus car Arlequin nécessite une taille d'échantillon pour fonctionner et
Sexdet considere une population de taille infinie).

- Finalement, les A, = Fy yue™ For pemeres SOt calculés pour chaque paire de

populations et représentés graphiquement en fonction des stades ¢; et ¢, d'évolution des
populations comparés.

Le logiciel SEXDET est un logiciel de simulation permettant de suivre I'évolution des
fréquences des facteurs sexuels (chromosomes sexuels, Wolbachia, €lément f, geénes de
résistance) de manicre déterministe (il n'inclue pas de stochasticité) au cours du temps a partir
d'une population initiale dont la composition génétique est définie par l'utilisateur. Il suppose
une taille de population infinie totalement isolée (pas de flux de geénes avec d'autres
populations), des croisements aléatoires entre males et femelles et des générations non
chevauchantes.

On peut introduire plusieurs lignées de Wolbachia et leur assigner des phénotypes
différents (féminisation, male-killing, incompatibilité cytoplasmique) et des traits d'histoire de
vie différents (taux de transmission, taux de féminisation). On peut également introduire
jusqu'a trois versions différentes de f avec des caractéristiques différentes (moyenne et
variance du taux de transmission, fréquence de conversion de Wolbachia en f, etc.). De la
méme facon, on peut spécifier différents génes de résistance (masculinisants, curatifs ou de
résistance a la transmission). Des marqueurs génétiques neutres nucléaires et mitochondriaux
peuvent également étre incorporés au modele. Il est possible de paramétrer les relations de
dominance et les modes de transmission de tous les facteurs génétiques et des marqueurs
génétiques neutres.

Au total 9 cas de figures ont été¢ simulés a l'aide du logiciel SEXDET. IIs sont

présentés dans le Tableau VI-1.
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Tableau VI-1 Résumé des simulations effectuées.

féminisants ?

Situation testée Femelles présentes Femelles Fréquence Fréquence
initialement introduites initiale de initiale de
r M
Invasion d'une population Femelles génétiques  Femelles infectées 0 0
saine par un facteur par Wolbachia
féminisant en l'absence (t=0,9)
de gene de résistance Femelles génétiques  Femelles infectées 0 0
par Wolbachia
(t=0,7)
Remplacement d'une Femelles infectées Femelles a 0 0
souche de Wolbachia par par Wolbachia Wolbachia (t=0,9)
une autre (t=0,7)
Invasion d'une population Femelles génétiques  Femelles porteuses 0 0,0005
saine par f'en présence du de f(t=0,7)
geéne masculinisant Femelles génétiques ~ Femelles porteuses 0 0,1
de f(t=0,7)
Invasion d'une population Femelles génétiques  Femelles infectées 0,0005 0
saine par Wolbachia en par Wolbachia
présence du géne de (t=0,9)
résistance Femelles génétiques  Femelles infectées 0,1 0
par Wolbachia
(t=0,9)
Femelles génétiques  Femelles infectées 0,25 0
par Wolbachia
(t=0,9)
Femelles génétiques  Femelles infectées 0,5 0
par Wolbachia
(t=0,9)

C. Résultats

La structuration génétique a été comparée entre males et femelles a la fois sur les
marqueurs microsatellites et sur le marqueur mitochondrial afin de tester la présence d'un
biais de dispersion entre sexes et de tester l'existence d'effets éventuels des facteurs
féminisants Wolbachia et f sur les structurations génétiques nucléaire et mitochondriale de

I'hote A. vulgare.

1. Loci microsatellites

Les tests de biais de structuration génétique ont été réalisés dans un premier temps
avec le logiciel FSTAT (Goudet, 2001; Goudet et al., 2002) sur les cinq loci microsatellites
(Tableau VI-2). Au sein de la RBI de Chizé, les échantillons d'adultes ne montrent pas de
biais significatif de structuration génétique lié au sexe, excepté vAlc qui est significativement
plus ¢élevé chez les femelles que chez les males (P = 0,026). Aucun des tests effectués sur les
¢échantillons de juvéniles n'est significatif. Au sein des populations périphériques, trois
estimateurs indiquent des biais de structuration génétique liés au sexe significatifs. Les Fig

sont significativement plus ¢élevés chez les males que chez les femelles (P = 0,002) et vAlc est
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significativement plus élevé chez les femelles que chez les males (P = 0,029). Si on interpréte
ces résultats comme le résultat d'un biais de dispersion, ils sont contradictoires car les F;s vont
dans le sens d'une dispersion plus forte des males que des femelles et les vA4/c dans le sens
d'une dispersion plus importante des femelles. Bien que ne présentant pas de différences
significatives entre les sexes, les Fsr et 1'apparentement r vont également dans le sens d'une
dispersion plus importante des males (respectivement P = 0,067 et P =0,103). Contre toute
attente, Ho différe également entre les sexes au sein des populations périphériques, les males
présentant un hétérozygotie observée plus faible que celle des femelles (P = 0,006). Une telle
différence n'est pas attendue dans le cas d'un biais de dispersion li¢ au sexe et suggere qu'un
autre phénomene est a 'origine des biais de structuration observés. Un tel phénomene pourrait
expliquer les résultats contradictoires obtenus avec les autres estimateurs. La combinaison des
échantillons de la RBI de Chizé et des populations périphériques donnent des résultats en tout
point similaires, excepté que mAlc est significativement plus élevé chez les males que chez les
femelles (P = 0,05).

Tableau VI-2 Tests de biais de structuration génétique effectués entre les sexes dans la RBI de Chizé
(adultes et juvéniles) et les populations périphériques. Cases gris foncées : biais de structuration
correspondant a une dispersion plus importante des males que des femelles. Cases gris clairs : biais de
structuration correspondant a une dispersion plus importante des femelles que des mailes. Les valeurs
significatives sont notées en gras. P(3<Q) = proportion de permutations ayant donné des indices de

structuration plus biaisés que celui observé, dans le sens ou l'indice des males est supérieur a celui des
femelles.

Fis Fgr r mAlc vAlc Ho He
3 0,012 0,024 0,045 -0,092 2,203 0,746 0,755
Adultes Q 0,024 0,026 0,049 0,072 3,110 0,743 0,762
RBI Chizé P3<9Q) 0438 0,202 0,209 0,261 0,026 0,507 0,609
P(3>9) 0,565 0,790 0,782 0,737 0,971 0,481 0,373
3 0,107 0,039 0,068 -0,258 2,739 0,694 0,778
Popu]ations Q 0,000 0,018 0,036 0,227 4,354 0,768 0,768
périph.  P(3<?Q) | 0,996 0,936 0,895 0,051 0,029 0,006 0,777
P(3>9) | 0,002 0,067 0,103 0,943 0,971 0,993 0,216
Adultes 3 0,065 0,031 0,057 -0,183 2,535 0,718 0,768
RBI Chizéet % 0,011 0,022 0,043 0,152 3,702 0,756 0,765
populations  p(3<Q) I 0,990 0,784 0,729 0,050 0,007 0,028 0,806
périph.  pesoy Flgort 0219 0277 | 0954 0,993 0969 0,190
3 0,063 0,014 0,025 0,238 4,780 0,707 0,754
Juvéniles Q 0,027 0,009 0,016 -0,140 3,492 0,752 0,773
RBI Chizé p3<Q) 0,794 0,567 0,552 0,822 0,885 0,118 0,158
P(3>9) 0204 0,436 0,448 0,183 0,117 0,889 0,848
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Tableau VI-3 Hétérozygoties attendues et observées et F;s des miles et des femelles de la RBI de Chizé et
des populations périphériques. * hautement significatif.

He Ho Fis

Femelles Méales Femelles Méles Femelles Méles
C 0,72 0,76 0,64 0,73 0,123 0,046
E 0,70 0,71 0,60 0,77 0,200 -0,102
F 0,71 0,77 0,80 0,82 -0,154 -0,066
G 0,77 0,79 0,76 0,75 0,011 0,053
H 0,75 0,78 0,89 0,61 -0,196 0,225
J 0,77 - 0,82 - -0,061 -
K 0,77 0,76 0,65 0,83 0,161 -0,106
M 0,80 0,70 0,86 0,68 -0,083 0,035
o] 0,79 0,83 0,71 0,80 0,108 0,036
Q 0,74 0,63 0,65 0,67 0,114 -0,081
Ensemble des échantillons d'adultes de la RBI de Chizé 0,013 0,012
Bp 0,74 0,72 0,69 0,73 0,064 -0,017
Hp 0,79 0,69 0,78 0,73 0,018 -0,073
Jp 0,76 0,75 0,81 0,69 -0,071 0,083
Opl 0,78 0,74 0,72 0,60 0,081 0,205
Op2 0,79 0,78 0,75 0,57 0,054 0,296
Qp 0,78 0,78 0,74 0,88 0,048 -0,134
Ensemble des échantillons de juvéniles de la RBI de Chizé 0,027 0,063
PA 0,77 0,78 0,89 0,68 -0,159 0,129
PB 0,74 0,80 0,67 0,72 0,095 0,108
PC 0,79 0,77 0,85 0,65 -0,080 0,152
PD 0,80 0,77 0,71 0,76 0,115 0,014
PE 0,77 0,77 0,76 0,73 0,016 0,056
PF 0,77 0,74 0,76 0,70 0,008 0,055
PG 0,75 0,78 0,78 0,62 -0,053 0,210
Ensemble des populations périphériques 0,000 0,107 *

Pour apporter plus d'éléments a I'analyse des biais d'hétérozygotie observée et de Fis
entre sexes, j'ai analysé les hétérozygoties par (sous-) population et par sexe parmi les 23
¢échantillons disponibles (populations périphériques et RBI de Chizé). L'hétérozygotie
attendue est comparable entre males et femelles dans tous les échantillons analysés (Tableau
VI-3). Par contre 1'hétérozygotie observée peut présenter des différences importantes allant
jusque 28% d'hétérozygotes. Par exemple, l'échantillon H présente une hétérozygotie
obeservée de 0,89 chez les femelles et de seulement 0,61 chez les males. Les Fjs sont
significatifs au seuil de 5% dans six échantillons chez les males (H, Opl, Op2, PA, PC et PG)
et dans deux échantillons chez les femelles (H et K), mais aucune valeur n'est significative
apres correction de Bonferroni (k= 45). Il faut remarquer que les males et les femelles d'une
méme population présentent parfois des valeurs Fig trés différentes. C'est le cas par exemple
de la population H ou les femelles présentent un exces d'hétérozygotes (Fis = -0,196) et les

males un déficit en hétérozygotes (Fis = 0,225).
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2. Locus mitochondrial

Les tests sur permutation (Tableau VI-4) indiquent une structuration génétique
significativement plus importante pour les femelles que pour les males dans les échantillons
d'adultes de la RBI de Chizé (Fsr maie = 0,094 et Fis7 femene = 0,225 ; P=0,01) et lorsqu'on
combine les échantillons d'adultes de la RBI avec les populations périphériques
(Fsrmate = 0,203 et Fs7 emene = 0,347 ; P =0,003). Ces tests n'indiquent par contre pas de biais
de structuration significatif dans les échantillons de juvéniles (ce qui est attendu s'ils ont été
¢échantillonnés avant dispersion) et dans les populations périphériques, bien que dans ce

dernier cas, la valeur Fsr est plus élevée chez les femelles que chez les males.

Tableau VI-4 Test sur Fgrde biais de structuration génétique lié au sexe effectué sur le marqueur
mitochondrial (COX2) a I'aide du logiciel FSTAT (10 000 permutations).

Fsr d ? P(Fsr < Fsr o)
RBI de Chizé (adultes) 0,094 0,225 0,010
RBI de Chizé (juvéniles) 0,302 0,328 0,316
RBI de Chizé (adultes) et populations périphériques 0,203 0,347 0,003
Populations périphériques 0,382 0,506 0,156

Parmi les échantillons de 2004 de la RBI de Chizé (Tableau A-5 en Annexe IV), peu
de valeurs Fsr par paires de populations calculés pour chaque sexe sont significatives, aussi
bien chez les males que chez les femelles (respectivement 2 sur 120 et 26 sur 120). Les
valeurs Fsr sont plus €levées lorsqu'elles sont calculées sur les échantillons de femelles (min. -
0,078 ; max. 0,764 ; moyenne 0,194) que sur les échantillons de males (min. -0,168 ;
max. 0,618 ; moyenne 0,085). Entre populations périphériques, la structuration observée va
¢galement dans le sens d'une structuration plus forte sur les échantillons de femelles, bien que
la différence soit moins marquée. 10 comparaisons sur 21 sont significatives parmi les
¢chantillons de males et 13 sur 21 chez les femelles. Les valeurs Fs7 ont également tendance a
étre plus importantes chez les femelles (min. -0,033 ; max. 0,811 ; moyenne 0,443) que chez

les males (min. -0,036 ; max. 0,712 ; moyenne 0,353).
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Figure VI-1 Comparaisons des valeurs Fgr du Tableau A-5 en Annexe IV, calculées séparément par sexe.
La diagonale correspond a l'égalité Fgr waes=Fsr Femelless Le€s losanges noirs correspondent aux
comparaisons entre sous-populations de la RBI, les triangles blancs aux comparaisons entre populations
périphériques et les croix aux comparaisons entre sous-populations de la RBI et les populations
périphériques.

La représentation des Fsr calculés sur les males en fonction de ceux calculés sur les
femelles (Figure VI-1) montre un nombre nettement plus important de points situés en
dessous de la diagonale Fsr maies = F's7 femelles- 59 points sur 253 sont situés au dessus de la
diagonale et indiquent une valeur Fis7 supérieure pour les femelles. En l'absence de biais de
structuration, on devrait observer autant de points au dessus qu'en dessous de la diagonale.

Les Fsr calculés par paire de populations et par sexe sur les échantillons de juvéniles
collectés dans la RBI de Chizé (Tableau A-6 en Annexe V) indiquent également un biais de
structuration génétique entre males et femelles. En effet, les valeurs Fs7 sont globalement plus
importantes pour les femelles (min. -0,077 ; max. 0,649 ; moyenne 0,270) que pour les males
(min. -0,243 ; max. 0,632 ; moyenne 0,182). La présence de ce biais chez les juvéniles
suggere l'intervention d'un facteur autre qu'un biais de dispersion lié au sexe ou que les
juvéniles avaient déja commencé a disperser lorsqu'ils ont été échantillonnés.

La comparaison des juvéniles et des adultes échantillonnés dans les six sous-
populations B, H, J, O, Q et R indique une structuration stable chez les femelles [Fsr
juvéniles = 0,300 5 Fsraduties = 0,295 5 P(Fs7 adultes < F'ST juvéniles) = 0,539] et une structuration plus

faible chez les males adultes que chez les males juvéniles [Fsr juvenites= 0,315 ;
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Fstaduties = 0,204 5 P(Fs7 adultes < F's7 juvéniles = 0,365)]. Ces résultats, bien que non significatifs
suggerent une dispersion plus importante des males que des femelles. En effet, si les males
dispersent plus que les femelles, la structuration génétique observée sur les males diminuera

plus vite au cours de leur vie que celle observée sur les femelles.
3. Simulations

a) Simulations en I'absence de géne de résistance

Les deux premiers cas de figure simulés concernent l'invasion d'une population
composée pour moiti¢ de femelles génétiques (WZ) et pour moiti¢é de males (ZZ) par une
souche de Wolbachia en l'absence de genes de résistance. Afin de mesurer 'effet du taux de
transmission de la bactérie, j'ai réalisé la premiére simulation avec un taux de transmission de
90% et la seconde avec un taux de transmission de 70%. Les résultats des simulations sont
identiques d'un point de vue qualitatif mais différent quantitativement. Le point d'équilibre est
atteint plus rapidement lorsque Wolbachia présente un taux de transmission ¢élevé
(respectivement 32 et 54 générations pour des taux de transmission de 90% et 70%). Etant
donné que f'se comporte grosso modo comme Wolbachia en l'absence de géne masculinisant
(excepté le taux de transmission dont la moyenne est plus faible et la variance est plus élevée
mais n'a pas d'effet ici), ces simulations peuvent étre extrapolées au cas de 1'invasion de f dans
une population saine.

Dans les deux cas simulés, a I'équilibre, Wolbachia atteint une prévalence égale a son
taux de transmission et les femelles génétiques disparaissent totalement de la population
(Figure VI-2). Leur disparition entraine inévitablement la disparition du mitotype 2, aussi bien
chez les femelles que chez les males et du chromosome W. Le mitotype 2 est remplacé par le
mitotype 1 associé¢ a Wolbachia. Le processus est plus rapide pour la bactérie qui possede le
taux de transmission le plus élevé. On peut noter qu'a chaque temps de génération, les
fréquences des femelles et des males qui posseédent le mitotype 2 (non associé a Wolbachia)
sont égales et déclinent a la méme vitesse. Par contre la fréquence des males qui possedent le

mitotype 1 augmente moins vite que celle des femelles a Wolbachia (mitotype 1).
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Figure VI-2 Evolution de la composition génétique (types sexuels et fréquences mitochondriales) au cours
de I'invasion d'une population asymbiotique (population composée initialement de 50% de femelles
génétiques ZW et de 50% de méiles ZZ, mitotype 2) par une souche de Wolbachia (taux de transmission =
0,9 ; mitotype 1).
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Le troisiéme cas de figure simulé¢ (Figure VI-3) concerne le remplacement d'une
souche de Wolbachia peu compétitive (taux de transmission = 70%) par une souche plus
compétitive (taux de transmission = 90%). Les résultats sont en tous points comparables a
ceux des deux simulations précédentes. Cependant le point d'équilibre est atteint plus
tardivement et la sexe-ratio est biaisée des le départ (70% de femelles) et augmente jusque la
valeur de 90%. On peut également noter que la proportion de males ayant le mitotype 2
(associé a la souche de Wolbachia résidente) décroit plus vite que celle des femelles ayant le
méme mitotype, dans la population. Par contre, la fréquence des femelles ayant le mitotype 1
(associé a la souche de Wolbachia plus compétitive et envahissante) augmente plus vite que

celle des males ayant le méme mitotype.
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Figure VI-3 Evolution de la composition génétique (types sexuels et fréquences mitochondriales) au cours
de l'invasion d'une population infectée par une souche de Wolbachia peu compétitive (taux de
transmission de 70 %, population initialement composée de 70% de femelles infectées et 30% de méles ;
mitotype 2) par une souche de Wolbachia plus compétitive (taux de transmission = 0,9 ; mitotype 1).
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Les fréquences mitochondriales évoluent différemment chez les males et chez les
femelles (Figure VI-4). Dans les trois cas de figure, la fréquence du mitotype associé¢ a la
souche de Wolbachia envahissante augmente plus vite chez les femelles que chez les males.
Cela entraine une différence de composition génétique importante entre les males et les
femelles d'une méme population. Cette différence est plus importante lorsque le taux de
transmission de Wolbachia est plus élevé et pour des prévalences intermédiaires de
Wolbachia. Le maximum observé est de 50 points entre males (Pmitwotype 1 = 0,22) et femelles
(Dmitotype 1 = 0,72) a la génération 11 (prévalence de Wolbachia = 0,53) lors de 1'invasion d'une
population saine par une souche de Wolbachia dont le taux de transmission est de 90%. Une
différence supérieure a 1 point entre males et femelles est observée sur une durée de 19
générations dans le premier modéle, 27 générations dans le 2° et 40 générations dans le 3°. La
différence de composition génétique entre males et femelles est donc présente sur un plus
grand nombre de générations mais plus faible lorsque le taux de transmission de Wolbachia

est plus faible et lors du remplacement d'une souche de Wolbachia par une autre.
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Figure VI-4 Evolution de la fréquence du mitotype associé a Wolbachia chez les males (pointillés) et les
femelles (trait continu) au cours de l'invasion de Wolbachia (bleu : taux de transmission = 0,7 ; noir, taux
de transmission = 0,9) dans une population comprenant initialement uniquement des femelles génétiques
et de I'invasion d'une souche de Wolbachia a taux de transmission élevé (90%) dans une population
initialement infestée d'une souche de Wolbachia a faible taux de transmission (70%, courbes vertes).
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La représentation graphique des AFsr calculés a partir des résultats d'analyses du
logiciel Arlequin montre que selon le stade d'évolution des populations-générations
comparées, on peut avoir une structuration génétique biaisée entre les sexes dans un sens ou
dans l'autre (Figure VI-5). On observe une structuration plus importante pour les femelles que
pour les males lorsqu'on compare des populations/générations présentant une faible
prévalence de Wolbachia (inférieure a 30% de la population, ce qui correspond aux 10
premieres générations) avec une population infectée a un niveau intermédiaire (de 4 a 88% de
la population c'est-a-dire les générations 5 a 17) mais le biais est d'autant plus important que
la prévalence de cette deuxiéme population-génération est proche de 50%, c'est-a-dire les
générations 11-12). Le biais maximal est observé entre la génération 0 et la génération 11
avec un AFsy = -0,49 (Fsr mates = 0,22 5 Fs7 Femeltes = 0,71). Inversement, on observe une
structuration génétique plus forte pour les males que pour les femelles lorsqu'on compare des
populations/générations présentant une forte prévalence de Wolbachia (supérieure a 75% de la
population, ce qui correspond aux générations 17 et suivantes) avec une population infectée a
un niveau intermédiaire (de 4 a 88% de la population c'est-a-dire les générations 5 a 17). Ici
¢galement, le biais est maximal lorsque la prévalence de cette deuxiéme population-
génération est proche de 50%, c'est-a-dire les générations 11-12). Le biais maximal est
observé entre la génération 32 et la génération 11 avec un AFsr = 0,49 (Fs7 mates = 0,78 5 Fsr

Femelles — 0728)
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Figure VI-5 AFs; par paire de générations consécutifs a l'introduction d'une souche de Wolbachia
féminisante dont le taux de transmission est de 90% dans une population composée initialement de
femelles génétiques ZW (50%) et de miles ZZ (50%). En abscisse et en ordonnée sont indiqués les temps
de génération (G =0 a 32) et la prévalence de Wolbachia.

Les résultats obtenus dans les deux autres modeles présentés sur la Figure VI-4,
donnent des résultats comparables d'un point de vue qualitatif. Cependant l'intensité des biais
de structuration est systématiquement plus faible que dans le modéle avec une Wolbachia
dont le taux de transmission de 90% et les biais de structuration sont présents entre un plus
grand nombre de générations. Une souche de Wolbachia ayant un faible taux de transmission
et envahissant une population saine induira donc des biais de structuration génétique entre
males et femelles plus faibles (AFsz s, = -0,21 et AFs7 0 = 0,21 dans le 2° modéle et AFsr
= -0,32 et AFsr yoe = 0,32 dans le 3° modéle) mais plus tardivement et sur une durée plus
importante. Il en sera de méme lors du remplacement d'une souche de Wolbachia peu

compétitive par une autre souche plus compétitive.

b) Simulations avec un facteur féminisant en présence d'un géne
de résistance
La propagation de Wolbachia dans une population peut étre limitée par la présence
d'un gene de résistance a la transmission de celle-ci (Rigaud & Juchault, 1992; Rigaud et al.,

1999). L'effet féminisant de f peut étre annulé par un geéne nucléaire masculinisant. Le
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déséquilibre d'association entre f'et ' ADN mitochondrial est rompu en présence de ce dernier.
On peut dés lors se demander quels sont les effets de ces genes sur le biais de structuration de
I'ADN mitochondrial. Plusieurs simulations ont donc été réalisées afin de tester 1'hypothése
que ces genes peuvent empécher 1'apparition ou au moins limiter I'importance d'un biais de
structuration de I'ADN mitochondrial entre les males et les femelles. Les deux cas
correspondant a l'invasion de Wolbachia en présence d'un geéne nucléaire de résistance a la
transmission et l'invasion de f dans une population en présence d'un geéne nucléaire
masculinisant, ont été simulés avec des parameétres initiaux différents.

. f'et le géne masculinisant "M"

L'invasion de f en présence du géne masculinisant a été simulée dans deux cas de
figures. Dans les deux cas f est introduit (en association avec un mitotype 1) a une fréquence
de 0,001 dans une population composée pour moiti¢ de femelles génétiques ZW (mitotype 2)
et de males ZZ (mitotype 2). La fréquence initiale du géne masculinisant est de 0,0005 lors de
la premiere simulation et de 0,1 lors de la seconde.

Lors de la premiére simulation (Figure VI-6), I'évolution du systeéme peut éEtre
décomposée en deux phases. Dans un premier temps (générations 1 a 22), f augmente
rapidement en fréquence jusqu'a la valeur p = 0,49 et entraine avec lui le mitotype 1 par
autostop génétique. Ce dernier augmente plus rapidement en fréquence que /' (»p = 0,69 a la
génération 22) car I'ADN mitochondrial est transmis a tous les descendants, mais f n'est
transmis qu'a 70% des descendants. Comme en l'absence de gene masculinisant, le
chromosome W diminue rapidement en fréquence. Le géne masculinisant n'est pas sélectionné
dans cette phase car la sexe-ratio n'est pas trés biaisée. Sa fréquence augmente lentement lors
de cette premicre phase (de 0,0005 a 0,00006).

A la fin de cette premiere phase, la sexe-ratio est biaisée avec seulement 36% de
males. Dans la deuxieme phase, le géne masculinisant va rapidement augmenter en fréquence
jusqu'a une valeur finale de 0,20 car il présente un avantage dans une population présentant un
exces de femelles. Au début de cette phase, la sexe-ratio continue a diminuer lentement
jusqu'a une valeur minimum de 0,33 car le gene masculinisant est peu fréquent au début et f
est beaucoup plus abondant et continue sa propagation. Lorsque le géne masculinisant atteint
une fréquence seuil de 0,01, il va inverser I'évolution de la sexe-ratio qui va progressivement
se rééquilibrer avec I'augmentation de fréquence du géne masculinisant. L'augmentation de
fréquence du géne masculinisant va également permettre la présence de f chez un nombre de
males de plus en plus important, qui pourront le transmettre a leur descendance. La

conséquence est que f va continuer a augmenter en fréquence au-dela de 0,7 (son taux de
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transmission) pour atteindre 0,844. Il est intéressant de noter que le chromosome W tout
comme le mitotype 2 ne disparaissent pas enticrement de la population et subsistent tous deux
a une fréquence de 4,3% a I'équilibre.

Fréquence
1 -

0,9 -

Sexe ratio Mitotype 1 Génération

Figure VI-6 Introduction de f (associé au mitotype 1) dans une population de femelles génétiques et de
males en présence d'un géne masculinisant (p = 0,001)

L'évolution du systéme est sensiblement différente lors de la deuxiéme simulation
(Figure VI-7). En effet, dans une premiere étape, lorsque f est rare, le chromosome W va étre
sélectionné et le géne masculinisant contre-sélectionné car la sexe-ratio initiale n'est pas
équilibrée (60 % de males). Parallelement, /' va envahir la population et induire
progressivement une sexe-ratio légérement biaisée en faveur des femelles. Son effet sur la
sexe-ratio est limité par la présence du géne masculinisant a une fréquence non négligeable.
Au cours de son invasion, f va provoquer une diminution de la fréquence de W jusqu'a une
valeur de 0,2 mais il ne provoque pas sa disparition. En biaisant la sexe-ratio, I'augmentation
de fréquence de f va provoquer celle du geéne masculinisant qui & 1'équilibre atteint la
fréquence de 0,22, pour une fréquence finale de f égale a 0,83 et une sexe-ratio de 0,5.
Cependant, le plus intéressant est que trés rapidement, le geéne masculinisant brise le
déséquilibre d'association entre le mitotype 1 et f, ce qui a pour résultat que le mitotype 1
n'augmente pas aussi vite en fréquence que f et n'atteint qu'une fréquence de 0,11 dans la

population a 1'équilibre. /'a donc un effet limité sur les fréquences mitochondriales lorsqu'un

gene masculinisant est suffisamment fréquent dans la population.
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Figure VI-7 Introduction de f (associé au mitotype 1) dans une population de femelles génétiques et de
méales en présence d'un géne masculinisant (p = 0,1)

L'analyse de I'évolution du mitotype initialement associé a f chez les males et chez les
femelles indique un biais de composition génétique important dans le cas de la premicre
simulation (Figure VI-8). Ce biais est tout a fait comparable en intensité et en durée au biais
observé lors des simulations en 'absence de géne masculinisant. Pour cette raison, les valeurs
Fsrpar paires de populations/générations ne sont pas représentées. Dans le cas de la deuxieme
simulation, la fréquence du mitotype 1 est toujours trés proche chez les males et chez les
femelles (maximum 2 points d'écart a la génération 15). Le biais de composition génétique
induit ici est donc négligeable et n'aura qu'un impact tres limité sur les valeurs Fsr par paires

de populations-générations.
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Figure VI-8 Evolution de la fréquence du mitotype initialement associé a f chez les méles (pointillés) et
chez les femelles (trait continu) lors de 1'invasion de f dans une population contenant initialement un géne
masculinisant a une fréquence de 0,0005 (courbes noires) et de 0,1 (courbes bleues).

J Wolbachia et un géne de résistance a la transmission

L'invasion de Wolbachia dans une population comprenant initialement moiti¢ de
femelles génétiques WZ (mitotype 2) et moiti¢ de males ZZ (mitotype 2) a été simulée en
présence d'un gene de résistance a la transmission. Quatre simulations ont été réalisées avec
des fréquences initiales du gene de résistance a la transmission différentes (0,0005 ; 0,1 ; 0,25
et 0,5) pour analyser l'effet de ce geéne sur le biais de structuration li¢ au sexe engendré par
Wolbachia sur ' ADN mitochondrial. Dans les trois simulations, 1'évolution des fréquences
génétiques suivent une dynamique similaire, mais les résultats difféerent quantitativement en
fonction de la fréquence initiale du géne de résistance (Figure VI-9).

Lorsque la fréquence initiale du géne de résistance est de 0,0005, Wolbachia envahit
rapidement la population (1°° phase) et entraine par auto-stop génétique le mitotype 1. Elle
atteint une fréquence maximum de 0,88 a la 19° génération (en l'absence de géne de
résistance, elle atteint une fréquence de 0,89 a la méme génération). Le mitotype 1 augmente
en fréquence un peu plus vite que Wolbachia car ' ADN mitochondrial est transmis a tous les
descendants et Wolbachia a 90% des descendants. Le mitotype 1 va quasiment se fixer au
cours de cette premiére phase et atteindre une fréquence de 0,99 a la 19° génération. La

progression de Wolbachia n'est quasiment pas affectée par le géne de résistance car il est rare

dans la population et n'est pas fortement sélectionné lors des premiéres générations, c'est a
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Figure VI-9 Introduction de Wolbachia (associée au mitotype 1) dans une population de femelles

génétiques ZW et de méiles ZZ (mitotype 2) en présence d'un

de trois fréquences initiales, du haut vers le bas : p = 0,0005 ;

géne de résistance a la transmission a partir
p=0,1;p=025
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dire tant que la sexe-ratio est faiblement biaisée. L'augmentation de fréquence du geéne de
résistance est d'autant plus forte que la sexe-ratio est biaisée en faveur des femelles et elle
n'est importante qu'a partir de la 19° génération lorsque le biais de sexe-ratio est le plus fort
(89% de femelles). L'augmentation de fréquence du gene de résistance a la transmission va
provoquer l'entrée dans une seconde phase qui correspond a la diminution de la fréquence de
Wolbachia jusqu'a 0,5 a 1'équilibre. La fréquence du geéne de résistance a la transmission va
¢galement se stabiliser progressivement a la fréquence d'équilibre 0,33 et rétablir une sexe-
ratio équilibrée (50% de maéles). Le mitotype 1 va encore augmenter un peu en fréquence,
mais il ne va pas se fixer (le mitotype 2 est maintenu a une fréquence de 0,0001 ; Figure
VI-10).

Dans le cas ou le géne de résistance a la transmission a une fréquence initiale de 0,5,
Wolbachia ne réussit pas a envahir la population et sa fréquence ne dépasse pas 0,1%. Elle
n'aura donc qu'un effet trés marginal sur la diversité génétique de ' ADN mitochondrial de la

population et les résultats ne sont pas présentés en détail.
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Figure VI-10 Evolution de la fréquence du mitotype initialement associé a Wolbachia chez les méles
(pointillés) et chez les femelles (trait continu) lors de I'invasion de Wolbachia dans une population
contenant initialement un géne masculinisant a une fréquence de 0,0005 (courbes noires), 0,1 (courbes
bleues) et 0,25 (courbes rouges).

Dans les deux autres simulations, la dynamique est en tout point comparable a celle de
la 1°° simulation (Figuare VI-9). Cependant, lorsqu'on augmente la fréquence initiale du géne
de résistance a la transmission, ce dernier limite et ralentit la progression de Wolbachia
(prévalences maximum de 0,61 et 0,42 respectivement pour des fréquences initiales du geéne

de résistance de 0,1 et 0,25). Le biais de sexe-ratio induit sera également réduit (minimum
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31% et 44% de males respectivement). Plus la fréquence initiale du geéne de résistance est
¢levée, plus la fréquence finale du mitotype 2 est élevée (fréquences respectives de 0,03 et
0,17 ; Figure VI-10). Il n'y a donc pas disparition totale du polymorphisme mitochondrial
dans ces cas la. On peut aussi remarquer que plus la fréquence initiale du gene de résistance
est élevée, plus 1'équilibre est atteint tardivement. Le chromosome # se maintient également a

une fréquence tres faible (fréquences respectives de 0,008 et 0,04).

D. Discussion

1. Biais de structuration des marqueurs nucléaires

Les tests de biais de structuration réalisés sur la RBI de Chizé et les populations
périphériques ont été appliqués afin de détecter un éventuel biais de dispersion li¢ au sexe et
déterminer quel sexe disperse le plus. Cependant, les tests utilisés (Fsr, Fis, r, mAlc, vAlc, He,
Ho) indiquent des résultats variables selon 1'échelle considérée et surtout contradictoires. En
effet, Seule la variance des indices d'assignement v4/c indiquent une différence significative
entre males et femelles, suggérant que les femelles dispersent plus que les males. Parmi les
juvéniles, aucune différence significative n'est observée. Un tel résultat peut s'expliquer par le
fait que les juvéniles ont été échantillonnés avant qu'ils ne dispersent. Cependant, la faible
taille du jeu de données peut ¢galement étre a 'origine d'une faible puissance statistique. Si on
considere les populations périphériques, la situation devient beaucoup plus complexe. En
effet, les Fjs sont significativement plus élevés chez les males (Fis =0,107) que chez les
femelles (F;s =0). Les moyennes des indices d'assignement sont presque significativement
différentes chez les femelles (mAdlc=0,227) et chez les males (mAlc =-0,258). Ces deux
estimateurs indiqueraient plutot un biais de dispersion en faveur des males. La variance des
indices d'assignement vAIc est plus importante chez les femelles que chez les males, ce qui
indiquerait au contraire une dispersion plus importante des femelles. Les valeurs Fsr sont
¢galement plus importantes chez les males que chez les femelles et suggéreraient également
un biais de dispersion en faveur des femelles, mais la différence n'est pas significative. Ces
résultats contradictoires suggerent qu'un facteur autre que le comportement de dispersion est a
l'origine de ce patron de structuration. Cette hypothése est supportée par le fait que
I'hétérozygotie observée différe significativement entre males et femelles, ce qui n'est pas
attendu dans le cas d'un biais de dispersion li¢ au sexe.

Mécanisme populationnel

Bien que des analyses par simulations sont nécessaires pour confirmer cette hypothese

je propose qu'il s'agit d'un effet de la présence des facteurs féminisants f et Wolbachia,
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conjuguée aux effets d'un comportement de dispersion plus important des males que des
femelles. Supposons, par exemple, une population composée de femelles génétiques ZZ et de
femelles infectées par Wolbachia. Les femelles génétiques ZZ vont donner naissance a autant
de males que de femelles. Les femelles infectées par Wolbachia vont au contraire produire
beaucoup plus de femelles que de males. Par conséquent, les femelles a Wolbachia
contribueront peu a la population male de la génération suivante, mais les deux types de
femelles contribueront a la population femelle de la génération suivante. Les femelles issues
de femelles génétiques auront donc plus de chance de s'accoupler avec un male apparenté (un
frére par exemple) qu'une femelle issue d'une femelle infectée par Wolbachia, puisque les
males qui lui sont apparentés (par exemple ses fréres) seront beaucoup moins nombreux dans
la population. Par conséquent, on peut s'attendre a un taux de consanguinité plus important
dans les portées issues de femelles génétiques (croisements essentiellement entre apparentés)
que dans celles issues de femelles infectées par Wolbachia (croisements essentiellement entre
non-apparentes).

* Diversité génique He

On peut s'attendre a ce que la diversité génique He soit plus importante chez les femelles que
chez les males parce que la majorité des échanges génétiques se font depuis les individus
issus de femelles génétiques vers les individus issus de femelles infectées par Wolbachia, via
les males. Cependant, comme les femelles infectées par Wolbachia produisent aussi des males
(mais en faible quantité) il existe aussi des flux de génes dans l'autre sens. Les différences de
diversité génique peuvent donc étre faibles. Les données n'indiquent ici aucune différence
significative entre males et femelles.

e Hétérozygotie observée Ho et Fig

Du fait des croisements entre apparentés plus fréquents, I'hétérozygotie observée Ho sera plus
faible chez les males et les femelles génétiques que chez les femelles infectées par Wolbachia.
Si on considére toutes les femelles ensemble, Ho sera toujours plus faible que chez les males,
mais les différences seront atténuées a cause du mélange d'individus consanguins et non-
consanguins. A diversité génique égale, une valeur de Ho plus faible donnera une valeur Fig
plus élevée. Si les males dispersent plus, on s'attend également a des valeurs Fis plus élevées
chez ces derniers que chez les femelles. Les males auront donc des valeurs Fjs positives
supérieures aux femelles. Parallélement, les croisements entre femelles infectées par
Wolbachia et males non apparentés vont induire un exces d'hétérozygotie et par conséquent
des valeurs Fjs négatives chez celles-ci, ce qui accroitra encore plus les différences de Fig

entre males et femelles.
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e Apparentement r et Fgr

Les males sont essentiellement issus d'une partie seulement des femelles de la génération
précédente, alors que les femelles peuvent étre issues de toutes les femelles de la génération
précédente. Par conséquent, I'apparentement » des males doit étre en moyenne plus important
que l'apparentement des femelles. Ce phénomeéne sera amplifié par la proportion plus
importante de croisements consanguins ayant donnés des males. Les données semblent
correspondre a cette prédiction (#maies = 0,068 ; emenies = 0,036 ; différence non significative).

* Si la majorité des males est issue d'un nombre limité¢ de femelles, la dérive génétique
sera plus importante sur ces individus et les indices de structuration génétique tels que Fisr
doivent donc étre plus €levés que pour les femelles qui sont issues de toutes les femelles de la
population. Les données semblent correspondre avec cette prédiction, puisque les Fsr sont
plus importants chez les males (Fsr= 0,039) que chez les femelles (Fsr =0,018 ; P(Fsrz
>Fsro =0,067).

*  Movenne et variance des indices d'assienements

L'explication des différences de mAlc et de vAlc sont plus difficiles a prédire. Les Alc sont
des indices d'assignement basés sur les fréquences alléliques dans la population considérée.
Plus un all¢le est fréquent dans la population, plus un individu qui posséde cet all¢le aura une
valeur d'4lc élevée. Un individu homozygote pour un allele rare aura une valeur d'4lc trés
faible, alors qu'un individu homozygote pour un allele fréquent dans la population aura au
contraire une valeur d'A/c élevée. Chez les hétérozygotes, les combinaisons entre all¢les rares
et alleles fréquents donneront des valeurs intermédiaires. La courbe de distribution des
valeurs d'dlc des individus homozygotes sera donc plus aplatie que celle des individus
hétérozygotes qui aura plus la forme d'une cloche. On peut s'attendre a une plus forte variance
des Alc pour les individus homozygotes que pour les hétérozygotes. Comme les males sont en
moyenne plus souvent homozygotes que les femelles, on peut s'attendre a une plus grande
variance des Alc pour ceux-ci. Il ne semble pas y avoir de raisons que la moyenne des indices
d'assignements soit différente entre les males et les femelles. Une valeur positive des femelles
et une valeur négative des males est compatible avec 1'hypothese que les males dispersent plus

que les femelles.

2. Biais de structuration de I'ADN mitochondrial : effets conjoints
d'un biais de dispersion et des facteurs féminisants
Les données génétiques obtenues au sein de la RBI de Chizé indiquent un biais de

structuration génétique lié au sexe. Sur I'échantillonnage réalisé en 2004, les Fsr calculés sur
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les males (Fsr=0,094) sont significativement inférieurs a ceux calculés sur les femelles
(Fsr=0,225). Un tel biais de structuration génétique li¢ au sexe peut étre expliqué par le fait
que les males dispersent plus que les femelles. Une hypothese alternative pourrait étre un effet
des facteurs féminisants f et Wolbachia. L'hypothése que les males dispersent plus est
appuyée par la comparaison de la structuration entre juvéniles et adultes dans la RBI de
Chizé. En effet, la structuration génétique observée sur les femelles ne semble pas dépendre
de leur age. Par contre, la structuration génétique observée sur les males diminue (de maniére
non significative) entre les juvéniles (Fsrjuveniles= 0,315) et les adultes (Fsraguies = 0,204). Une
telle variation ne peut a priori s'expliquer que par un comportement de dispersion plus
important des males que des femelles.

On peut remarquer sur la Figure VI-1, qu'un certain nombre de comparaisons
indiquent des Fsy nettement plus important pour les males que pour les femelles, difficilement
compatibles avec un biais de dispersion li¢ au sexe. Les deux cas les plus extrémes étant des
Fsrproches de 0,6 pour les males et des Fsr [égerement négatifs (donc nuls) pour les femelles.
D'autres comparaisons de (sous-)populations présentent un biais exactement inverse avec des
Fgrlégérement négatifs (donc nuls) pour les males et des Fsy proches de 0,6 pour les femelles.
Un biais du comportement de dispersion permet probablement d'expliquer une partie des
variations observées entre les structurations male et femelle, mais la prise en compte d'un
autre facteur est nécessaire pour comprendre ce patron de structuration complexe.

Les simulations réalisées pour tester l'effet des facteurs féminisants sur la structuration
de I'ADN mitochondrial ont montré que Wolbachia induit un biais de structuration génétique
li¢ au sexe qui peut aller aussi bien dans la direction d'une structuration plus forte sur les
males que sur les femelles que dans la direction opposée. L'élément f peut avoir le méme effet
a condition que le géne masculinisant M soit rare dans la population. Lors des simulations, les
biais de structuration indiquaient des AFsr atteignant en valeur absolue 0,5, ce qui est proche
des différences maximales observées dans la RBI de Chizé (maxi. 0,63 ; mini. -0,66).
L'intervention de ces deux facteurs peut donc permettre d'expliquer les comparaisons pour
lesquelles les males présentent une structuration plus forte que les femelles. Wolbachia et
peut-étre £, dont on ne connait pas la prévalence dans la RBI de Chiz¢é induisent donc des biais
de structuration dans les deux sens et un comportement de dispersion biaisé en faveur des
males déplaceraient l'ensemble des points de la Figure VI-1 vers le bas, c'est-a-dire une

structuration des femelles plus forte que celle des males.
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VIIl. Conclusion et perspectives

Les deux objectifs principaux de ce travail étaient de comprendre l'impact des
Wolbachia féminisantes sur la structuration de leur hote A. vulgare et d'appréhender la
dynamique des prévalences de Wolbachia dans les populations naturelles d'4. vulgare.

Avant mon travail de these, les prévalences et le polymorphisme des Wolbachia
féminisantes étaient mal connus chez A. vulgare. En effet, les marqueurs utilisés dans les
précédentes études ne permettaient pas de discriminer les différentes souches (voir par
exemple Rigaud et al., 1999). L'utilisation de géne wsp par Cordaux et al. (2004) a permis de
mettre en €vidence l'existence de deux souches de Wolbachia (wVulM et wVulC) chez A.
vulgare. Contrairement aux études précédentes, Wolbachia a été trouvée dans la majorité des
populations, quoiqu'a des prévalences trés faibles. L'analyse du géne wsp a montré la
coexistence de plusieurs souches dans la plupart des populations analysées dont wVulP,
nouvelle souche décrite dans cette étude, qui présente la particularit¢ d'étre issue de la
recombinaison des souches wVulM et wVulC. Le phénotype de cette souche n'est pas connu,
mais est probablement féminisant. Cette découverte confirme I'existence de transferts
horizontaux entre individus. Cependant, ces transferts restent rares et ne sont pas suffisants
pour briser le déséquilibre de liaison observé entre 'ADN mitochondrial et Wolbachia a une
échelle géographique réduite. Cordaux et al. (2004) ont toutefois montré qu'a une échelle
géographique tres large (Europe, Afrique du Nord, Amérique du Nord et du Sud), wVulC peut
étre associé aux quatre lignées mitochondriales d'4. vulgare et wVulM a deux d'entre elles.
L'analyse de la répartition des associations mitotype-Wolbachia pourrait apporter des
informations sur la fréquence des transferts horizontaux et la vitesse de propagation de
Wolbachia a travers les populations d'4. vulgare.

La mise au point récente de marqueurs microsatellites chez 4. vulgare a ouvert de
nouvelles voies dans l'analyse de la structuration génétique et du fonctionnement des
populations naturelles d'4. vulgare. 1ls ont montré des niveaux de polymorphisme ¢élevés et
relativement homogeénes dans toutes les populations analysées, quelques soient les
prévalences de Wolbachia. Le polymorphisme observé dans la métapopulation récemment
fondée de la RBI de Chizé est en tout point comparable a celui observé dans les autres
populations. La structuration génétique nucléaire observée a une échelle régionale est
relativement faible et compatible avec un modele d'isolement par la distance, suggérant des

flux de geénes importants.
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La structuration observée sur I'ADN mitochondrial différe fortement de la
structuration génétique observée sur les marqueurs nucléaires de 1'hote et a permis de
confirmer les résultats des études précédemment publiées (Grandjean et al., 1993; Rigaud et
al., 1999), a savoir que la structuration génétique de I'ADN mitochondrial est fortement liée a
la dynamique d'invasion de Wolbachia, mais pas ou peu par 1'élément f. Il avait été montré
que, contrairement a Wolbachia, I'é1ément f posséde une transmission partiellement paternelle
en présence du gene masculinisant 'M' (Juchault et al., 1992), et ne se trouve donc pas en
déséquilibre d'association avec 'ADN mitochondrial (Grandjean et al., 1993; Rigaud et al.,
1999). L'analyse du polymorphisme de I'ADN mitochondrial d'4. vulgare a permis d'apporter
des informations sur la dynamique des prévalences de Wolbachia. Les tests de neutralité
effectués montrent en effet que le polymorphisme de I'ADN mitochondrial n'est pas
compatible avec un modele d'évolution neutre. Deux hypothéses ont été proposées et testées
pour expliquer le polymorphisme observé : un fonctionnement en métapopulation des
populations d'4. vulgare ou une évolution fréquence dépendante des facteurs féminisants avec
un auto-stop génétique sur I'ADN mitochondrial. La comparaison avec les marqueurs
nucléaires a alors été nécessaire. A une échelle régionale, les tests de goulots d'étranglement
suggerent que la plupart des populations d'4. vulgare sont pérennes. L'hypothése d'une
dynamique d'extinction-recolonisation ne permet donc pas d'expliquer les fortes variations des
prévalences de Wolbachia et le polymorphisme mitochondrial observé. L'hypothése proposée
initialement pas Juchault et al (1993) dune évolution cyclique des fréquences des
déterminants génétiques du sexe dans les populations d'A. vulgare semblent donc se
confirmer. Cependant les conditions précises permettant une telle évolution ne sont pas
encore clarifiées.

La comparaison des indices de structuration calculés séparément sur les males et sur
les femelles a aussi mis en évidence un effet plus subtil des facteurs féminisants sur la
structuration et la diversité génétique des populations. Des simulations ont montré que lors de
'augmentation en fréquence d'un facteur féminisant tel que Wolbachia, le nombre de femelles
infectées augmente plus vite que le nombre de males issus de femelles infectées (et donc
partageant le méme mitotype). On observe alors une composition génétique mitochondriale
légérement différente entre males et femelles de la méme population. Cela se traduit aussi par
des indices de structuration différents en fonction des sexes lorsqu'on compare des
populations présentant des prévalences différentes des facteurs féminisants. Le biais de
structuration observé peut alors étre trés ¢€levé et le sens de ce biais dépend du stade

d'évolution des populations comparées.
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Les effets observés des facteurs féminisants sur la structuration génétique d'A. vulgare
ne s'arrétent cependant pas la. Des tests de biais de structuration lié au sexe, initialement
congus pour tester des biais de dispersion entre males et femelles, ont été appliqués pour
identifier le sexe qui disperse le plus chez A. vulgare. Les résultats obtenus ¢&taient
contradictoires. L'hypotheése retenue est que les facteurs féminisants sont responsables du
patron de structuration observé. En effet, dans une population ou femelles génétiques et
facteurs féminisants cohabitent, les males sont principalement issus des femelles génétiques.
La fille d'une femelle génétique aurait alors plus de chances de se reproduire avec un male
apparenté¢ que la fille d'une femelle porteuse d'un facteur féminisant. Par conséquent la
consanguinité sera plus importante chez les males et les femelles génétiques que chez les
autres femelles. Un tel mécanisme avait été décrit dans le cas de facteurs induisant la mort des
males et étaient inattendus dans le cas des facteurs féminisants (Telshow, 2006 ; Engelstadter,
2007). Si I'nypothése est bonne, cela signifie que les facteurs féminisants Wolbachia et f
peuvent affecter le polymorphisme nucléaire et les les capacités d'adaptation des populations
naturelles. L'absence de marqueur génétique de I'¢lément /' complique cependant I'é¢tude de ce
phénomene chez A. vulgare et des recherches complémentaires sont indispensables.

Les perspectives de ce travail de thése peuvent étre résumées en sept points :

* Traits d'histoire de vie des différentes souches de Wolbachia
L'analyse et la comparaison des traits d'histoire de vie des trois souches/variants de Wolbachia
connus chez A. vulgare peuvent également apporter des informations importantes sur la
dynamique de ces facteurs dans les populations naturelles. En particulier, la confirmation du
phénotype féminisant de wVulP parait indispensable. Dans le cadre de sa thése, Marion
Lachat a commencé a analyser les traits d'histoire de vie des souches wVulC et wVulM. Il faut
cependant remarquer que des simulations ont montré que la coexistence de Wolbachia ayant
des capacités d'invasion tres inégales est possible sur le long terme en présence de génes de
résistance si ces genes présentent un colit a la résistance et sont chacun spécifiques d'une
souche donnée (au moins trois souches peuvent coexister ; données non publiées). Si les cofits
sont suffisamment élevés, on peut également observer des oscillations trés importantes,
rapides et stables au cours du temps, des fréquences des différentes souches de Wolbachia. La
prise en compte des traits d'histoire de vie dans les modeles théoriques parait indispensable a
la bonne compréhension du systéme.

* Dynamique des populations et qualité du milieu
L'analyse fine de l'impact de la qualité de I'habitat sur la dynamique locale des populations

d'4. vulgare parait indispensable a la bonne compréhension du fonctionnement de la
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métapopulation de la RBI de Chizé. La création de nouveaux habitats et leur suivi
permettraient d'appréhender la dynamique de colonisation d'4. vulgare de zones d'habitats
vierges et ¢galement d'apporter des informations sur la dynamique de Wolbachia dans les
populations nouvellement fondées.

* Effet des facteurs féminisants sur la stabilité des populations d'A. vulgare
Une sex-ratio biaisée due a une forte prévalence de facteurs féminisants, peut fragiliser la
dynamique de la population a cause d'un nombre trop restreint de males pour féconder les
femelles (Hatcher et al., 1999; Hatcher, 2000; Hatcher et al., 2000; Rigaud & Moreau, 2004).
Des simulations et la création de populations artificielles pourraient confirmer ou infirmer
cette hypothése. Par exemple, on pourrait comparer la dynamique de populations fortement
infectées par Wolbachia et/ou 1'€1ément f et de populations non-infectées sur plusieurs années.
L'introduction de males étrangers dans les populations infectées dont la sexe-ratio est biaisée
peut se traduire par une augmentation du taux de croissance selon l'influence que peut avoir
Wolbachia sur les traits d'histoire d'4. vulgare.

* Sélection sexuelle des méles
L'analyse du nombre de paternités observées par portées pourrait €galement apporter des
informations sur leur role dans la régulation des prévalences de Wolbachia. Notamment, si les
males s'accouplent plus fréquemment avec les femelles non-infectées dans la nature, on peut
s'attendre a deux effets opposés. Dans le cas ou les femelles infectées ont du mal a trouver des
males consentants, le nombre de multipaternités par portées devrait étre plus faible que chez
les femelles non-infectées.

* Biais de structuration génétique lié au sexe et distorteurs de sexe-ratio
La comparaison des structurations génétiques observées sur des marqueurs génétiques
nucléaires chez les males et chez les femelles sont souvent utilisées pour appréhender des
biais de dispersion liés au sexe. Ce type d'analyse a essentiellement été utilisé chez des
vertébrés. Leur utilisation chez 4. vulgare a donné des résultats inattendus qui semblent lié¢s a
la présence de facteurs féminisants et en particulier a 1'élément f. Des simulations sur
ordinateur seront prochainement réalisées pour valider les hypothéses proposées au cours de
cette these. Il serait aussi intéressant de réaliser de telles analyses chez d'autres espéces
présentant des facteurs féminisants (y compris chez des vertébrés) et mettre au point des
approches permettant de discriminer les biais de structuration liés au sexe dus a la présence de

facteurs féminisants de ceux dus a un biais de dispersion entre males et femelles.
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* Phylogéographie et épidémiologie de Wolbachia
Une ¢étude phylogéographique d'A. vulgare a I'échelle du continent européen, serait
intéressante pour comprendre l'histoire de l'invasion de ses populations par Wolbachia. Le
probléme majeur d'une étude a une telle échelle géographique, est l'existence de transferts
horizontaux susceptibles de briser le déséquilibre d'association entre Wolbachia et un
mitotype particulier. Cependant, le déséquilibre d'association est conservé au moins a une
échelle régionale (voir Chapitre IV et Rigaud et al., 1999). Son analyse peut donc permettre
d'identifier une vague d'invasion par Wolbachia dans une région donnée. La mise au point de
marqueurs génétiques de Wolbachia plus variables que wsp pourrait aussi aider a retracer la
phylogéographie du parasite. Parallélement, 1'analyse des prévalences de Wolbachia a une
large échelle et leur corrélation avec des données environnementales (notamment climatiques)
serait judicieuse pour appréhender les effets de I'environnement sur Wolbachia.

* Dynamique des facteurs sexuels dans les populations naturelles d'A. vulgare
L'étude de tous les facteurs impliqués (élément f, géne masculinisant, complexe de résistance
a la transmission de Wolbachia) est évidemment indispensable a la bonne compréhension de
la dynamique des facteurs sexuels féminisants chez 4. vulgare. Le séquencage (en cours de
finalisation) du génome de Wolbachia wVul peut ouvrir des pistes pour caractériser et
identifier 1'é1ément f, si celui-ci est bien issu du génome de Wolbachia. Une analyse des
avantages et des colts de ces facteurs, en particulier des geénes de résistance (M et r), parait
d'autant plus intéressante que l'existence de colits a la résistance pourrait expliquer une
évolution cyclique des fréquences des facteurs féminisants dans les populations. Un suivi de
plusieurs populations, par exemple celles échantillonnées dans le Chapitre IV, sur une longue
période de temps (20 ou 30 ans) a intervalle de temps régulier, permettrait également

d'apporter des informations sur la dynamique du systéeme.
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Annexe |. Protocole d'extraction de I'ADN total
Dissection des animaux et digestion des protéines

Les extractions d'ADN ne sont pas réalisées sur des animaux entiers (présence de

pigments, terre et autres constituants indésirables dans le tube digestif, etc...) mais sur les

ovaires (femelles) ou les utricules des testicules (males). Si les animaux sont petits, une partie de la

chaine nerveuse peut également étre prélevée. Le prélevement de ces organes nécessite une dissection

des animaux.

Nettoyer les animaux dans un bain de Javel 3%, puis les rincer 2 a 3 fois a ’eau
déminéralisée, les déposer dans une boite (avec papier absorbant humide).

Préparer des tubes Eppendorfs avec 5 pl de protéinase K + 400 pl de Tampon Wilson.

Composition du tampon Wilson :

Tris 100 mM
EDTA 10 mM

NacCl 100 mM

SDS 0,1%
Dithiothréitol 50 mM
pH=28

Dissection : récupérer les organes désirés dans les tubes déposés dans la glace ; broyer
a I’aide d’un pilon.

Incuber au bain-marie a 37°C pendant 4h.

Purification

Ajouter %2 volume de Phénol (200 pl) et 2 volume de Chloroforme isoamyle (200 pl).
Bien agiter puis centrifuger a 12000 rpm pendant 8 minutes. Récupérer le surnageant.

Renouveler 1'étape précédente.

Ajouter 1 volume de Chloroforme isoamyle (400 pl). Bien agiter, puis centrifuger a
12000 rpm pendant 8 minutes. Récupérer le surnageant.

Précipitation de I' ADN

Ajouter 1/10 de volume (40 pl) d'acétate de sodium (3M, pH=5,2) et 1 volume
d’isopropanol (400 ul), bien agiter. Incuber une nuit a -20°C.

Centrifuger a 15000 rpm pendant 30 minutes a 4°C puis éliminer le surnageant.

Ajouter 500 pl d’éthanol 70%, centrifuger a 15000 rpm pendant 15 minutes a 4°C,
puis ¢éliminer le surnageant.

Renouveler 1'étape précédente.
Laisser sécher sous la hotte (environ 30 minutes)

Reprendre les culots d'ADN dans 100 pl d’eau stérile et conserver a -20°C.
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Annexe Il Séquences de la Cytochrome Oxydase Il (A
mitochondrial) d* A. vulgare

Les séquences comprennent la région 3' de la cytochrome oxydase II et une région

codante. Les codons-stop sont indiqués en gris€.
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AvB
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241
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......................................................... G.
.......... G
................... Coviin A e
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.................... G G A
.................... G G AL
ATGAGCTTGA AGATAAAAGG TTTCGTGTTT TAGAGGTAGA TAACCATACA ATTATTCCAC
............................................. G o
........................................ S
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Ao G TG0 o
AL G TG
CooA.Coo o iCooit o T
A CoooiCooiiie e T
ACTCTTTACA AATCOGAATA TTAATTACTG CGTCTGATGT GATTCACTCT TGAGCTGTTC
G
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................ R A
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CTAGCCTTGG GGTAAAAGTA GATGCAGTTC CTGGGCGGTT AAATCAACTT AGATTTTTCT
.................... Coie o A
e A A
.............................. CAL T
.............................. AT
CTAACCGCAC TGGAATGTTC TATGGGCAAT GTTCTGAAAT TTGTGGAGCT AATCATAGGT
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....... T e e G
....... T A e
....... T A
................ A ... .....G.....cC
................ A ... .....G.......cC
TTATACCTAT TGTTTTAGAG GCAGTGCCTT TGGCTAATTT TTTAAATTGA TTAAATAAGT
................ G
.................... T A A
G A
G A
.............................. T G
.............................. T G
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AA- - - - TAGA TTGGCTGAAT AAA- GCCGAAA GGITTTTAAT CTTTTAATAG AAAAGTATAG 415

- T e s 415
il e e 415
il T e e 415
ATAA ... ... AL G 420
ATAA ... ... A G 420
C---. . P AL 415
C--- . P AL 415
TTAAAAATAA TATAAGGTTG TCAATCTTAA GTTTAGAGAG GITCCACAAA TAGGTCCTTT 475
............................................................ 475
............................................................ 475
............................................................ 475
............................................................ 480
.................................................. T........ 480
...................................... G AL .G . A 475
...................................... G AL .G . A 475
ACCGTGAGTT TTTTTATTCT TTAGGGTATT AAGITTATGI TTTAGAGITT TAGTAATTTT 535
.................... S A o . ..., B35
............................................................ 535
............................................................ 535
................... C.A.A.... .......... .....G... .......... b40
................... C.A.A.... .......... .....G... .......... b40
T e C...G... .......... 535
T C...G... .......... 535
ATATTTTATT TCATCTAATA ACAATATTGI AAAAAAAGAT CAAATTATTA CTAGATTTTA 595
............................................................ 595
............................................................ 595
.................... el I €1 AL oo C 592
.................... T ....... G........ .......... .......... 600
.................... T....... G........ .......... .......... 600
.................... I 1|
.................... I 1|
TTATTGACTA TGATAA 611
................ 611
................ 611
....... T.. ...... 608
....... T.. ...... 616
....... T.. ...... 616
....... T.. ...... 611
....... T.. ...... 611

Taille de fragments attendus apres digestion enzymatique des produits PCR obtenus avec les
amorces CO2dir et 513 :

Mitotype Enzyme Ssp 1 Enzyme TspR 1
AvA 96, 101, 127, 421 26,74, 302, 343
AvD 96, 228, 421 26,302,417
AVE 21,75,101, 127, 418 26,299, 417
AvF 96, 101, 244, 309 307,417, 443
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Annexe Ill.  Sites d'études de la Réserve Biologique  Intégrale de

Population C Population F
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Population J Population L
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Population O Population PA
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Population PB Population PE

Population PC . Population PF

Population PD ] Population PG
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Annexe IV. Résultats complémentaires des Chapitres Vet VI

Tableau A-1 Distribution des mitotypes et statuts d'infection dans les échantillons collectés dans la
Réserve Biologique Intégrale de Chizé et dans sept populations périphériques. i indiquent les intersexués
femelles.

Femelles

Males Non-infectées wVulC wVulM =
o
Echantillons ;5 2 E E :% 2 E E :% 2 E E :% 2 E E )
C 5 4 6 4 1 20
E 1 6 1 1 9
F 1 1 3 1 1 3 15
G 2 2 4 3 5 3 19
§ H 1 1 6 4 5 17
SN 10 2 12
K 5 1 1 6 15
M 3 2 2 15
o} 2 1 1 3 5 3 18
8 Q 311 6 3 14
g A 1 3 3 5 2 3 2 1 1 9 1 31
© B 1 1 23(1i) 30
o C 11 1 10 2 5 3 1 24
g D 1 3 2 1 4 5 7 24
= E 4 3 1 6 11 1 4 21
E F 2 7 2 8 1 20
I3 G 1 2 4 1 4 13(1i) 2 28
E § H 1 3011 1 19 2 37
I 7 1 2 32)) 111 27
E K 1 2 3 9 1 1 1 8 2 4 32
B L 1 3 15 4 7 30
@ M 1 1 4 1 1 1 7 1 6 25
= N 13 6 2 36 5 1 32
s o) 4 2 6 1 7 3 8 38
8 Q 32 6 1 2 51) 1 10 1 32
R 1 2 1 1 2 1 4 3 9 24
F 1 3 1 1 3 10
G 5 2 1 3 1 19
H 3 9 1 2 21 25
§ J 4 3 1 1 10 1 1 21
K 2 10 12
M 2 2 2 2 2 5 2 2 22
0 1 2 1 14 7 7 1 37
Q 1 301 2 3 3 1 14
Bp 19 1 2 1 18 41
% \ﬁ Hp 1 2 1 15 1 1 1 22
gﬁg Jp 3 2 6 4 9 24

Egs ot 0o, :
g.ag Op2 3 1 4 3 7 1 19

w Qp

Rp 6 1 1 1 2 1 1 7 14 34

172



VIII. Annexes

Tableau A-1 Suite.

Femelles
Males Non-infectées wVulC wVulM =
o
Echantillons :% 2 E E :% ?E E E ;5 2 E E :% 2 E ::I>_ )
PA 4 1 7 1 3 9 25
v PB 6 4 14 4 1 10 2 1 42
&3 pC 21 1121 44
:% % PD 4 2 5 3 4 2 13 1 34
L li PE 8 5 2 13 3(1i)) 5 1 1 39
PF 14 1 1 32 48
PG 3 14 4 3 9 4 3 1 41

s Y\ RN, TSGR R I N T i P S N e

Femelles non-infectées
Femelles wVulM ntersexués non-infectés

Intersexués wVulC

5
b

Figure A-1 Prévalence de Wolbachia et proportions des sexes au sein de dix sous-populations d'A4. vulgare
échantillonnées en 2003 au sein de la Réserve Biologique Intégrale de Chizé.
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. c S R e [ e

Femelles non-infectées Males

Femelles wVulM Intersexués non-infectés

Intersexués wVulC
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ure A-2 Prévalence de Wolbachia et prop vulgare
échantillonnées en 2005 au sein de la Réserve Biologique Intégrale de Chizé. Il n'a pas été possible
d'échantillonner un seul individu sur la plate-forme C (représentée par un disque noir), suggérant que
cette sous-population s'est éteinte ou du moins que ces effectifs ont fortement diminué entre 2004 et 2005.
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Tableau A-2 Probabilité des tests de déséquilibre de liaison entre les loci microsatellites au sein de la RBI
et dans les populations périphériques. 4600 permutations ont été effectuées pour les tests intra-population

et 200 permutations ont été effectuées pour les tests sur I’échantillon complet.

> > > > > > > > > >

Paire £ e & & ® R R & & >

deloci  Z Z Z z Z z z Z z Z

N o1 (o)) o o1 o o (o)) (o0} (o))
C 0921 1,000 0,902 1,000 1,000 0889 1,000 1,000 1,000 0,801
E 0,804 1,000 0,926 1,000 1,000 0587 0,157 1,000 1,000 1,000
F 0,038 1,000 0,901 0479 1,000 0926 0,007 0302 1,000 0,159
G 0,636 0224 0,561 1,000 1,000 0921 0,150 1,000 1,000 0,979
H 0,877 1,000 1,000 0,062 1,000 0538 0,722 1,000 1,000 1,000
J 0841 1,000 0211 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
K 0910 1,000 0,674 1,000 1,000 0339 0539 1,000 1,000 1,000
M 0399 1,000 0,679 1,000 1,000 0301 1,000 1,000 1,000 1,000
0 0,193 1,000 0,434 1,000 1,000 0,045 1,000 1,000 1,000 1,000
Q 0,845 1,000 0,332 1,000 0,164 0,053 1,000 0305 1,000 1,000
PA 0,151 0336 0417 1,000 0,129 0,739 1,000 1,000 1,000 1,000
PB 0,545 1,000 0,532 0,237 1,000 0998 1,000 1,000 1,000 0,661
PC 0,959 1,000 0,309 0,746 0,233 0,754 0,707 1,000 1,000 0,713
PD 0,828 1,000 0,164 0,687 0305 0,180 0844 1,000 1,000 0,406
PE 0,029 0,040 0,915 1,000 0,557 0511 0019 1,000 1,000 1,000
PF 0,774 0371 0,691 0,519 1,000 0,161 0834 1,000 1,000 0,308
PG 0,560 1,000 0,988 0,770 1,000 0,025 0,792 1,000 1,000 1,000
Bp 0231 1,000 0,968 0,605 0,598 0,788 0,681 0,040 1,000 0,710
Hp 0,757 1,000 0,733 0,621 1,000 0,552 0,723 1,000 1,000 1,000
Jp 0258 1,000 0,183 1,000 1,000 0439 1,000 1,000 1,000 0,763
Qp 0,988 0587 0468 1,000 0,631 0012 1,000 05511 1,000 1,000
Opl 0247 1,000 0,363 0,411 1,000 0598 1,000 1,000 1,000 0,810
Op2 0,767 0,91 0,773 0,758 1,000 0,795 0,770 1,000 1,000 0,630
Total 0365 0,140 0,590 0,640 0,155 0200 05510 0,380 1,000 0,925
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Tableau A-3 Différenciation génétique du marqueur mitochondrial pour les échantillons de la RBI de
Chizé collectés en 2003 : valeurs Fgy par paires de populations, estimées selon Weir et Cockerham (1984)
dans la demi-matrice supérieure et les probabilités associées aux tests exacts de différenciation génique
dans la demi matrice inférieure. Les valeurs Fg; ont été testées par 10000 permutations des individus entre
populations. Les valeurs significatives au seuil 5% avant corrections de Bonferroni sont indiquées en gras.
Les valeurs significatives aprés corrections séquentielles de Bonferroni sont soulignées.

C E F G H J K M 0 Q

C 0,008 0,006 0,105 -0,008 0346 0008 0,051 0,114 -0,011
E 0,688 0,094 0,284 0,022 0,610 -0,081 0,178 0,290  -0,025
F 0613 1,000 0,270 0,025 0,566 -0,0600 0,176 0282 -0,015
G 0,020 0,016 0,001 0,080 0,065 0,236 0014 -0,007 0,126
H 0282 029 0,155 0215 0366 -0,011 0046 0,132 -0,062
J 0,000 0,000 0,000 0251 0,002 0,543 0,225 0,110 0,432
K 0553 1,000 1,000 0,006 0490 0,000 0,157 0264 -0,046
M 0,057 0,33 0,011 0254 0,156 0,027 0,009 20,031 0,060
O 0,023 0,009 0001 0424 0,023 0177 0,002 0,677 0,162
Q 0374 0495 0351 0119 1,000 0,000 0,762 0,199 0,027

Tableau A-4 Différenciation génétique du marqueur mitochondrial pour les échantillons de la RBI de
Chizé collectés en 2005 : valeurs Fgy par paires de populations, estimées selon Weir et Cockerham (1984)
dans la demi-matrice supérieure et les probabilités associées aux tests exacts de différenciation génique
dans la demi matrice inférieure. Les valeurs Fg; ont été testées par 10000 permutations des individus entre
populations. Les valeurs significatives au seuil 5% avant corrections de Bonferroni sont indiquées en gras.
Les valeurs significatives aprés corrections séquentielles de Bonferroni sont soulignées.

F G H J K M 0 Q

F 0,277 -0,009 0,254 0,015 0,103 0,037 0,046
G 0,006 0,116 -0,048 0,534 0,271 0,223 0,027
H 0,309 0,078 0,112 0,176 0,116 0,047 -0,040
J 0,014 1,000 0,084 0,509 0.255 0.213 0,027
K 0,402 0,000 0,016 0,000 0,255 0,167 0,287
M 0,060 0,000 0,011 0,000 0,004 0,017 0,104
0 0,113 0,000 0,047 0,000 0,008 0,716 0,049
Q 0,135 0,205 0,919 0,245 0,004 0,043 0,145
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Figure A-3 Prévalence de Wolbachia et fréquences des mitotypes dans les échantillons collectés en 2003,
2004 et 2005 au sein de la Réserve Biologique Intégrale de Chizé et sept populations périphériques. Les
données sont indiquées pour chaque sexe. La taille des échantillons sont indiquées a gauche des
camemberts. Lorsqu’un échantillonnage de juvéniles (moins de 2mm de diamétre) a été possible, il a été
traité séparément des autres individus (plus de 2,5 mm de diamétre). Des tests exacts de Fisher ont été

effectués pour comparer les échantillons d'une année sur I'autre et entre générations (valeurs P au dessus
des camemberts).
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Tableau A-5 Valeurs Fgr par sexe et par paires de (sous-)populations sur les échantillons prélevés en 2004 au sein de la RBI de Chizé et dans les populations périphériques
(prélevés en 2004 ou 2005). Les valeurs au dessus de la diagonale correspondent aux Fg; calculés sur les males et les valeurs sous la diagonale aux Fg; calculés sur les
femelles. Les valeurs en gras sont significatives au seuil de 5% avant correction de Bonferroni. Les valeurs soulignées sont significatives aprés correction de Bonferroni (k=253
pour chaque sexe).

A B C D E F G H J K L M N O Q R PA PB PC PD PE PF PG

A 0,49 0,072 -0,071 -0,028 0065 -0,053 0063 0277 0,107 -0,04 -0,064 -0,009 0008 -0,072 -0,09 | 0,106 -0,031 0448 -0,009 0,154 0376 0,148
B 0,184 0471 0375 01188 0410 0,171 0494 -0,168 0528 0,303 0253 0296 0,196 0,183 -0,016 | 0,391 0231 0905 0247 0234 087 -0,094
C 0,147 0,531 0,078 0,073 -0,057 -0,018 -0,048 0580 -0,050 -0,028 -0,002 0,101 0,156 0016 0221 | 0381 0014 0,139 0220 0,363 0,091 0394
D 0,04 0399 0,038 0,072 0,008 -0,086 -0,109 0,531 -0,034 -0,118 -0,162 -0,099 -0,017 -0,061 0,000 | 0,143 -0,037 0475 -0,004 0,193 0372 0319
E 0,176 0,697 0,106 -0,025 0,075 -0,077 0,094 0,308 0,147 0005 -0,095 -0,043 -0,051 -0,002 -0,069| 0,156 0,032 0423 0016 0051 0356 0,150
F 0,025 0,119 0,143 0086 0,291 0,065 0023 0545 -0,01 -0,011 0029 0,147 0,167 -0,018 0,195 | 0420 -0,015 0267 0249 0363 0,195 0,334
G 0,004 0,128 0,148 0,093 0,295 -0,074 0,043 0336 0064 -0,052 -0,103 0,003 -0,006 -0,082 -0,046 | 0,259 -0,054 0,455 0084 0,142 0364 0,142
H 0,089 0,012 0349 027 0533 -0,023 0,009 0592 -0,047 -0,034 0004 0084 0,166 0028 0,224 | 0329 0029 0204 0186 0379 0,152 0425
J 0012 0,08 0203 0,145 0369 -0,078 -0,05 -0,029 0,618 0422 0396 0402 0298 0324 0,136 | 0477 0346 0921 0349 0324 089 -0,011
K 0412 0764 0,027 0262 03 0445 0433 062 0493 0,103 0,067 0160 0228 0042 0297 | 0415 0034 0,135 0266 0441 0,09 0450
L 0,202 0559 -0,03 0021 0035 0217 0218 0415 0279 -0,009 0,062 0018 0070 -0,061 0,047 | 0220 -0,04 0275 0083 0257 0217 0,278
M 0,226 0599 0026 0019 -0,025 0268 0268 0466 0331 0,16 -0,046 0,085 -0,054 -0,045 -0,058 | 0,136 -0,015 0,444 -0,009 0,098 0,358 0213
N 029 0654 0051 0077 -0013 0346 0346 0532 0406 0,119 -0,013 -0,04 0,035 0,044 -0,024 | 0,079 0,078 0443 -0,025 0,088 0378 0,252
0 0,218 0586 0069 0,008 -0,038 0264 0264 0459 0326 0235 -0,022 -0,05 -0,009 0,063 -0,076 | 0,109 0,102 0468 -0,006 0,003 0411 0,150
Q 0,004 0,227 0,021 0028 0,171 -0,032 -0,019 0,093 0004 0271 0,103 0153 0215 0,162 0,025 | 0,220 -0,069 0394 0,077 0234 032 0,184
R 0,155 0567 0212 003 -0,075 028 0284 046 0339 0404 0161 0,109 0,134 0085 02 0,032 0,042 0738 -0,081 -0,018 0,66 -0,027
PA 0423 0801 0318 0332 0277 055 0536 0691 0587 037 0359 0346 0283 0385 0396 0,301 0,266 0712 -0,036 0,199 0,656 0346
PB 0205 0507 -0,052 0,099 0218 0,163 0,161 0341 0212 0,104 0011 0,085 0136 0,123 0,058 0306 | 045 0270 0,126 0273 0225 0225
PC 061 0863 0258 0454 0607 0649 0594 0752 0,659 0207 0249 0334 0346 0393 0462 0621 | 0732 0,199 0569 0.683 0,000 0,676
PD 0475 0826 0463 0259 0043 061 0578 0736 0641 0602 0332 0237 0234 0201 0481 0,106 | 0,532 0523 0767 0,088 0504 0218
PE 0223 0601 0201 0,072 -0,08 034 0343 0505 0395 0346 0,151 0,094 0084 0,088 0241 -0,024 | 0,207 0307 0581 0,08 0.628 0,151
PF 068 089 0361 0535 069 0725 0664 08 0726 0303 0331 0417 0429 0473 0544 0,688 | 0,793 0,281 -0,033 0811 0,647 0,630
PG -0,023 0209 0089 0,014 0169 -0,047 -0,032 008 -0,007 0364 0133 0,169 0248 016 -0,031 018 | 0461 0,117 0531 047 0243 0.607
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Tableau VI-6 Valeurs Fgr par sexe et par paires de sous-populations sur les échantillons de juvéniles
prélevés en 2003 au sein de 1a RBI de Chizé. Les valeurs au dessus de la diagonale correspondent aux Fgr
calculés sur les méles et les valeurs sous la diagonale aux Fg; calculés sur les femelles. Les valeurs en gras
sont significatives au seuil de 5% avant correction de Bonferroni. Les valeurs soulignées sont significatives
aprés correction de Bonferroni (k=21 pour chaque sexe).

Opl Op2 Bp Hp Jp Qp Rp
Op1l -0,152 0,529 0,142 0,195 0,166 -0,152
Op2 0,163 0,473 0,011 0,067 0,055 -0,014
Bp 0.649 0.570 0,464 0.405 0,327 0.632
Hp 0,568 0,510 0,002 -0,209 -0,243 0,395
Jp 0,330 0,347 0,208 0,065 -0,106 0,368
Qp 0,249 0,247 0,211 0,078 -0,077 0,358

Rp 0,177 -0,039 0,470 0,422 0,304 0,212
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Abstract

We developed a set of six polymorphic microsatellite loci for the woodlouse, Porcellionides
pruinosus. We screened 43 individuals from three French populations and found that locus-
specific allelic diversity ranges from 3 to 17 alleles (mean = 9.8) and observed heterozygosity
ranges from 0.51 to 0.89 (mean = 0.77). These are the first microsatellites loci reported from

the woodlouse.

Keywords: crustacea, Isopoda, microsatellites, Porcellionides pruinosus
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Porcellionides pruinosus is considered to be the most widely
distributed terrestrial isopod across the world (Vandel
1960). This species harbours Wolbachia bacteria, which are
intracytoplasmic, alpha-proteobacteria that are known
to modify the reproduction of their crustacean hosts by
inducing cytoplasmic incompatibility or feminization (Bandi
et al. 2001). In the P. pruinosus complex, Wolbachia induces
the feminization of genetic males. The host reproduction
changes caused by Wolbachia enhance the spread of the
symbiont in infected populations (Werren & O'Neill 1997).
As a consequence, the infected cytoplasm increases in
frequency by hitch-hiking at the expense of uninfected
cytoplasm. In P. pruinosus, the populations almost entirely
infected with Wolbachia showed no mitochondrial poly-
morphism (Marcadé et al. 1999), which contrasts with the
general pattern of the mitochondrial DNA (mtDNA)
polymorphism observed in other woodlouse such as the
cosmopolitan species Armadilli-dium vulgare (Rigaud ef al.
1999). The use of nuclear genetic markers with higher
resolution appears essential in order to understand the
genetic structure of P. pruinosus and the role of the
feminizing factor in the genetic polymorphism of this
species. In the present study, we report the isolation and
characterization of six microsatellite loci for P. pruinosus.

Correspondence: F. Grandjean, Fax: +33 (0)5 49 45 40 15; E-mail:
frederic.grandjean@univ-poitiers.fr

© 2005 Blackwell Publishing Ltd

Microsatellites were developed following the methods
described by Estoup & Martin (personal communication).
DNA for cloning was isolated from ovaries of one P. pru-
inosus specimen using proteinase K phenol-chloroform
(Kocher et al. 1989). Total DNA were digested with Sau3AI
restriction enzyme and fragments were separated on a
1.7% agarose gel. Fragments ranging in size from 400 to
900 bp were isolated and purified using a DEAE NA45
cellulose membrane (Schleicher & Schuell) and ligated
into the plasmid vector pUC18/BamHI (Pharmacia). The
XL1-Blue competent cells (Stratagene) were transformed
with ligation products. Transformed cells were grown on
LB medium agar, transferred onto nylon membranes
(Hybond-N +, Amersham) and then screened using DIG-
end-labelled (GT),,(TC),, and (CAC)5(CA) probes. Among
the 942 clones of the partial library screened, 45 (5%)
were identified as positive and were isolated. DNA
from 30 positives was sequenced using the ABI PRISM
BigDye Terminator Cycle Sequen-cing Ready Reaction
Kit and analysed using an ABI PRISM 310 automated
sequencer. Primer sets were developed using PRIMER 3
(http: //www.genome.wi.mit.edu/genome_software/other/
primer.html). A total of 10 primer pairs were designed but
four failed to amplify a polymerase chain reaction (PCR)
product. Characteristics of the remaining six primer
pairs are described in Table 1.

The PCRs were performed in a final volume of 12.5 uL
[1 x Tag polymerase buffer (Promega), 1.2 mm MgCl,, 60 M
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Table 1 Polymorphic repeat microsatellite loci developed for the terrestrial isopod, Porcellionides pruinosus

Predicted Repeat in Annealing No. of Sizerange

Locus Primer sequences (5’-3") length (bp) original clone temp. (°C) alleles (bp) Hg Hg

PpT1 F*: AAACGGAAGGAAAGTTGGAC 109 (GAR)y, 48 9 85-130 0.83 0.5
R: ACGAAGCCGCTAATTCTTTG

PpT2 F*: CTTTGTTGGAACATTGCCTTT 123 (GR);, 48 17 109-181 0.89 0.55
R: GAATTAGCGGCTTCGTAATTGT

PpT3 F*: AATTACGAAGCCGCTAATTC 116 (CTT)yq 48 10 95-143 0.88 0.72
R: CTGAAACGGAAGGAAAGTTG

PpT4 F: ACAAAGAATTAGCGGCTTC 131 (CT)y; 48 15 105-165 0.88 0.63
R*: ATCTTTGTTGGAACATTGC

PpT5 F*: CACAAACAGCCAACCCATTA 132 (cn); 48 2 124-126 0.51 0.44
R: ATGTGATTTGGGCCTTTAGGT

PpTo F*: TGAATAGGGCTATGCCTGTG 151 (GT),, 48 6 129-151 0.62 0.4

R: TCTCGCACCTTAATTTGGTC

*Labelled primer.

The predicted length is based on the sequence of the original clone. H,, proportion of heterozygotes in the sample of 43 individuals; Hy,
expected heterozygosity (calculated using GENEPOP version 3.3; Raymond & Rousset 1995). GenBank Accession nos for cloned sequences

are AY919067-AY919072.

Table 2 Cross-species amplification using the

Species primers developed for Porcellionides pruinosus
Porcellionides Armadillidium Armadillidium Oniscus Porcellio

Locus cingendus vulgare nasatum asellus scaber

PpT1 M M P —

PpT2 — — — —

PpT3 — — — —

PpT4 — — P —

PpT5 — — — P

PpT6 — - — -

P, polymorphic in the two individuals tested; M, monomorphic; and —, unsuccessful

amplification.

each dNTP, 5 pmol each primer, 0.25 U Tag polymerase
(Promega), and 10 ng of DNA template] using a Trio-
Thermoblock (Biometra GmBH). For each reaction, one
primer of each pair was end-labelled with one fluorescent
phosphoramidite (TET, HEX or 6-FAM). The cycling pro-
gramme consisted of an initial denaturing step of 5 min at
95 °C, 5 cycles of 1 min at 95 °C, 30 s at specific annealing
temperature (Table 1), 1 min at 72 °C followed by 25 cycles
of 30 s at 95°C, 30 s at specific annealing temperature
(Table 1), 1 min at 72 °C, and a final step of 5 min at 72 °C.
The PCR products were run with the internal size stan-
dard GS500-TAMRA on an ABI PRISM 310 automated
sequencer. Their size was determined using the GENESCAN
software (Applied Biosystems).Table 1 presents details of
allelic diversity and heterozygosity estimates at the six loci
in three widely separated French populations (Chateaudin,
Nevers, and Montamisé with sample sizes of 17,12, and 14,
respectively). The number of alleles per locus ranged from
3 to 17 (average = 9.8) and the observed heterozygosity

from 0.24 to 0.96 (average = 0.77), indicating a high level of
polymorphism in P. pruinosus populations. No significant
genotypic linkage disequilibrium was found using Fisher’s
exact test implemented in GENEPOP version 3.3 (Raymond
& Rousset 1995) after Bonferroni correction (o = 0.05/
15 =0.003). All the loci were tested for Hardy-Weinberg
equilibrium in each population using GENEPOP version
3.3. After sequential Bonferroni correction (o= 0.05/
18 = 0.0028), only locus PpT2 showed a deficit of heterozy-
gotes (P < 0.001) in the Montamisé population. The variation
observed at these microsatellites should help better under-
stand the genetic differentiation in P. pruinosus and therefore
the role of Wolbachia in the genetic polymorphism of this
species. We also tested the utility of the primers in five other
species of woodlice representing four additional genera.
Two individuals from each species were tested at an
annealing temperature of 48 °C (Table 2). The conservation
of these loci appeared relatively poor among isopod species,
although two loci were polymorphic in one other genera.

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology Notes, 5, 507-509
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ABSTRACT

We investigated the value of microsatellite DNA markers to improve our knowledge of mating strategy with inference to sperm com-
petition in particular, in the woodlouse Armadillidium vulgare. In terrestrial isopods, mature females develop a brood pouch or marsupium
before egg laying, the pouch being formed by overlapping oostegites during a special moult called parturial moult. Under laboratory
conditions, we show that Armadillidium vulgare females are able to mate during parturial intermoults, even in the presence of a physical
barrier such as that represented by the ventral marsupial plates. Our results reveal that the contribution of a second male mating with
a female between two parturial moults could represent up to 50% of the paternal alleles in the brood (mean =28% = 15). This contrasts
with data reported in the literature concerning closely related woodlice species, where males are suggested not to be able to mate with the

female during the parturial intermoult period.

INTRODUCTION

In terrestrial isopods, the reproductive cycle is closely
associated with the female moulting cycle (Mead, 1973,
1976). During the sexual rest period, females undergo
a normal moult and grow. With the increase in photoperiod
and temperature, ovarian maturation begins (Mocquard et
al., 1989). Female receptivity in woodlice is higher during
the stage where oocyte maturation is nearly over (Moreau
and Rigaud, 2000, 2002), whereas males can mate at any
time except during moulting (Moreau and Rigaud, 2000).
Fertilisation is internal and isopod females possess two
genital apertures each independently linked to one ovary by
an oviduct. Males have to perform one insemination in each
oviduct in order to fertilize the eggs originating from both
ovaries. Sperm is deposited within the oviduct in the form
of a large white ball. Sperm is not mobile in woodlice
(Hollande and Fain-Maurel, 1965) and is stored in the
oviduct until odcytes are deposited. As far as is known,
odcytes are fertilised when passing through the balls of
sperm. After laying, remaining spermatozoon are stored in
the spermatheca at the junction between the oviduct and the
ovary and will be used to fertilise the next broods (Warburg,
1993). Eggs and embryos are incubated in a marsupium
(ventral pouch limited by lamellar structures) that differ-
entiates during the special moult called ‘““parturial moult”.
Manca emerge from the pouch about five weeks after laying.
The marsupium remains until the next moult. This moult
generally occurs approximately two weeks later. During this
stage, most females cannot mate due to the physical barrier
of ventral marsupial plates (Moreau and Rigaud, 2000). The
moult following the release of young can be a second
parturial moult (eggs will be fertilized by sperm reserve), or
a normal moult (growth moult), depending on environmental
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conditions, such as photoperiod and temperature (Mocquard
et al., 1989).

The recent development of very polymorphic molecular
markers such as microsatellites in A. vulgare (Verne et al.,
2006) has provided the opportunity to determine if males
are able to mate with females between two parturial moults,
and if their sperm can fertilize the eggs. Microsatellites
are codominant markers, highly reproductible, and inherited
in a Mendelian fashion, which makes them ideal tools
to understand mating strategies and to test hypotheses
regarding mating behaviour and reproductive systems
(Queller et al., 1993).

MATERIALS AND METHODS

Strain Maintenance

The A. vulgare individuals used were derived from strains that have been
maintained under the same laboratory conditions for many years on
moistened soil at 20°C and at the natural photoperiod of Poitiers (latitude
46°40'N). See Moreau et al. (2001) for routine procedure for strain
maintenance. For each generation, males and females from the same brood
are sorted by sex before they reach sexual maturity. They are then reared
separately, thus ensuring that all females are virgin.

Breeding Procedures

At the time of the experiment, females and males were one-year old. To
obtain virgin females receptive to mating, females were reared under LD
18:6 photoperiod, which stimulates the onset of reproduction (Mocquard
et al., 1989). Female receptivity was assessed by checking the shape of the
white plates of calcium carbonate on the ventral surface that differentiate
a few days before moulting. Receptive females show incomplete plates
whereas their non-receptive counterparts exhibit complete plates (Moreau
and Rigaud, 2002). Only females receptive to mating were used.

Each of 15 receptive females was coupled with one male (Origin from
Nice, South of France) of approximately equal size (random asymmetry) to
avoid the occurrence of reproductive physical incompatibility, and each
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Table 1. Parental Allele composition using microsatellite locus Av7 are
shown. The allele sizes are given in bp for the locus. For maternal and
paternal alleles in offsprings, the numbers of observations are given in
parentheses.

Crossing Mother Father 1 Father 2 Offsprings

1 286 288 290 290 304 318 286 (9), 288 (11), 290 (10),
304 (4), 318 (6)

2 288 298 290 290 304 318 288 (8), 298 (12), 290 (19),
318 (1)

3 288 298 290 290 304 318 288 (9), 298 (11), 290 (13),
304 4), 318 (3)

4 286 288 290 290 304 318 286 (12), 288 (8), 290 (15),
304 (2), 318 (3)

5 286 288 290 290 258 304 286 (10), 288 (10), 290 (17),
258 (2), 304 (1)

6 286 298 290 292 304 304 286 (9), 288 (11), 290 (11),
292 (9), 304 (4)

7 288 288 290 290 304 318 288 (20), 290 (16), 304 (2),
318 (2)

8 286 288 290290 318 318 286 (11), 288 (9), 290 (12),
318 (8)

mating couple was placed in large a box (25 cm) filled with moistened soil
at 20°C under natural photoperiodic conditions. Once females had begun to
undergo a parturial moult, the male was removed. Females were isolated
immediately after their parturial moult in small boxes and maintained under
the stimulating photoperiod LD 18:6, again to maintain female re-
production. During this intermoult period, just after the release of offspring,
females were coupled with a second male of different origin from that of the
first male (Poitiers, West of France), as previously described. The females
that underwent a normal moult (as assessed by checking calcium carbonate
plates, Moreau and Rigaud, 2002) were removed from the experiment.
Females undergoing a second parturial moult were immediately transferred
to small boxes in order to isolate and subsequently dissect the young to
determine paternity.

Genetic Analysis

Twenty individuals from each brood resulting from the second parturial
moult were analysed. DNA was obtained by standard phenol extraction and
ethanol precipitation (Kocher et al., 1989) from the muscles, nerve tissue,
and gonads of each individual.

The most polymorphic microsatellite, Av7, recently identified by Verne
et al. (2006) in A. vulgare, was used in the present study to assess paternity.
Amplification conditions are detailed in Verne et al. (2006). The genotype
of each of the 20 offspring per brood was compared to both the mother’s
and both putative father’s genotypes to identify the maternal and paternal
alleles for each locus. The contribution of each father in the siring of
offspring was subsequently determined.

RESULTS

Among the 15 females used in this experiment, 8 females
underwent a second parturial moult. 5 females underwent
a normal moult and were discarded. 2 females died during
the experiment. Table 1 gives the allelic composition of both
each parent and each offspring.

Of the 8 females that underwent two parturial moults, the
second male always participated in the production of off-
spring. Table 2 gives the relative contribution of each father
to the offspring. The contribution of the second male to the
offspring, expressed as a percentage, ranges from 5% to
50% (mean =28% = 15).

Discussion

In this study, we successfully used a polymorphic micro-
satellite marker to study the existence of multiple paternity
in A. vulgare.

Table 2. Male contribution to offspring born from the second parturial
moult, expressed as a percentage. Results obtained by genotyping with the
microsatellite locus Av7.

Number of juveniles Male 1 Male 2
Female 1 20 50 50
Female 2 20 95 5
Female 3 20 65 35
Female 4 20 75 25
Female 5 20 65 35
Female 6 20 85 15
Female 7 20 80 20
Female 8 20 60 40
Mean 72 £ 15 28 £ 15

Firstly, the results reveal that, in A. vulgare, males are
able to mate with females during parturial intermoults (when
oostegites mask the genital apertures). This confirms the
results obtained in the closely related species, A. nasatum
(Moreau and Rigaud, 2000). This mating possibility is not
universal among woodlice due to the presence of a marsu-
pium, which acts as physical barrier to reproduction. Indeed,
in other species (Oniscus asellus, Philoscia muscorum) re-
ceptive females with an empty marsupium (after the release
of young) are not able to copulate during parturial inter-
moult (Moreau and Rigaud, 2000).

Secondly, both stored sperm (from the first male) and
freshly ejaculated sperm (from the second male) were used
by the females to sire their offspring, although the two males
did not exhibit the same fertilization success. This confirms
previous findings obtained using an albino mutation in this
species (Moreau et al., 2002). In this last study, the first male
(stored sperm) sired a mean of 72% (=% 15) of the female
offspring. This fertilization success, however, was not pro-
portional to the number of sperm present. Indeed, the count-
ing of sperm stored in the reserve revealed the presence of
very few sperm in comparison with the number observed in
fresh ejaculates (Moreau et al., 2002). It is suggested here
that sperm position may play an important role in sperm
precedence. If this hypothesis is correct, and if indeed
fertilization occurs when odcytes pass through the sperm,
then the sperm encountered first may gain a slight advan-
tage. This hypothesis could explain the ‘competitiveness’ of
the stored sperm despite their low numbers, as stored sperm
will be encountered by the eggs first during egg laying.
Interestingly, the value of sperm precedence observed in the
present study differs slightly from that obtained previously
(70% here versus 50%, Moreau et al., 2002). However, the
protocol used in both studies differed slightly. In Moreau
et al. (2002), the competition between freshly ejaculated
and stored sperm was the same, but the stored sperm was
obtained after a period of sexual rest, i.e., remating occurred
during two different receptive intermoults. Therefore, the
stored sperm was 4 months old. In our study, the stored
sperm was younger (only 1 month old) since it was obtained
after two successive parturial moults, i.e., remating occurred
during the same receptive intermoult. It can therefore be
suggested that the duration of storage can affect the viability
of spermatozoa under controlled conditions. Further experi-
ments are needed to confirm this hypothesis.

An alternative explanation concerning the difference in
pattern of sperm precedence is that the second male
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encounters difficulties when attempting to inseminate
females with an empty marsupium. Indeed, the presence
of oostegites in front of the genital apertures in receptive
females makes mating more difficult. As a result, the second
male may deposit less sperm in the genital duct than a male
mating with a female without marsupium. A sperm count is
necessary to answer this question.

In this study, 100% of the males inseminated a female.
This result is higher than has been observed in Armadilli-
dium nasatum, where only 41% of males inseminated
females with an empty marsupium while 90% of males
inseminate a female without a marsupium.

This work reveals that the microsatellites isolated from A.
vulgare may reveal themselves to be very useful in the study
of sexual selection intensity and sperm competition in this
species. This species harbours an alpha-proteobacteria,
Wolbachia, which induces the feminization of genetic
males, termed neo-females. Recently, Moreau et al. (2001)
reported that males had a preference for real females during
mating. Further investigations will be undertaken to in-
vestigate paternity patterns in both the real and neo-females.
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Abstract

The common pill bug, Armadillidium vulgare, is known to harbour two distinct strains of
the feminizing proteobacteria Wolbachia. In order to study the effect of the presence of
Wolbachia on the evolution of A. vulgare populations, we developed and characterized a set
of nine polymorphic microsatellite loci from two microsatellite-enriched genomic libraries.
We screened 48 individuals from three French populations and found high genetic variation.
Locus-specific allelic diversity ranged from four to 28 and observed heterozygosity from
0.40 to 1.00, which indicates that these markers can be used to conduct population genetic

studies in A. vulgare.
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The common pill bug, Armadillidium vulgare (Crustacean,
Isopod), is known to harbour two distantly related Wolbachia
strains (Cordaux et al. 2004). Wolbachia are intracytoplas-
mic o-proteobacteria that modify the reproduction of their
hosts. Both strains induce feminization of genetic males into
functional females in A. vulgare. Changes in host reproduction
caused by Wolbachia can enhance the spread of the symbiont
ininfected populations (Werren & O'Neill 1997) by increasing
the frequency of infected cytoplasm at the expense of
uninfected cytoplasm and by causing a decrease in
mitochondrial DNA (mtDNA) polymorphism. However,
the situation in A. vulgare is more complex because an
unidentified non-Mendelian genetic element, called f, acts
as a third feminizing sex-ratio distorter (Legrand & Juchault
1984). Moreover, at least one ‘resistance’ gene inhibits
vertical transmission of Wolbachia (Rigaud & Juchault 1992)
and one ‘masculinizing’ gene restores male phenotype in
the presence of f or Wolbachia (Rigaud & Juchault 1993). As
a consequence, Wolbachia infection does not spread. This can
explain the presence of increased mtDNA polymorphism
in infected A. vulgare populations compared to other
infected isopod species (Rigaud et al. 1999). Although the
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host—parasite model A. vulgare/ Wolbachia has been studied
for a long time, very little is known about the dispersal
capabilities of A. vulgare and Wolbachia in the wild. To
provide tools for examining the genetic structure of natural
A. vulgare populations and the role of the feminizing factors
on their genetic polymorphisms, we have isolated and
characterized nine microsatellite loci for this species.
Isolation of microsatellite markers was achieved by
the method of Hamilton ef al. (1999). A detailed protocol is
available at http://bioserver.georgetown.edu/faculty/
hamilton/. Briefly, total genomic DNA was extracted by a
phenol-chloroform protocol (Kocher et al. 1989) from
ovaries of one A. vulgare (Wolbachia non-infected) from a
captive population. Twenty-five micrograms of genomic
DNA was digested with restriction endonucleases Haelll,
Rsal, Alul and Nhel (New England Biolabs) to generate
DNA fragments within the 200-1000 bp range. These frag-
ments were dephosphorylated using calf intestinal
alkaline phosphatase and ligated to SNX linkers (SNX:
5-CTAAGGCCTTGCTAGCAGAAGC-3’; SNX reverse: 5-
PGCTTCTGCTAGCAAGGCCTTAGAAAA-3). Two equal
volumes of the linker-ligated genomic DNA solution
(10 uL) were then probed respectively with biotin-labelled
(AQ),;5 and (AG),; oligonucleotides. Library enrichment was
achieved by a magnetic separation protocol employing
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streptavidin-coated polystyrene beads (Dynabeads M-280;
Dynal, Inc.). The (AC)-enriched and the (AG)-enriched
microsatellite libraries were constructed by cutting the
enriched fragments with Nhel, ligating the resulting
products into dephosphorylated Xbal-digested pBluescript
plasmid, and transforming the ligated plasmids into Epicu-
rian Coli XL2-Blue MRF Ultracompetent cells (Stratagene).
Plasmid DNA was isolated using the QIAprep Spin Plasmid
Kit (QIAGEN). Each library was screened with the same
probe used for the bead enrichment protocol using a
chemiluminescent detection kit (New England Biolabs). A
total of 43 positive clones were sequenced using T3/T7
primers and BigDye termination mix (PerkinElmer Applied
Biosystems) and resolved on an ABI 377 automated DNA
analyser (Applied Biosystems). Sequences containing
microsatellites were aligned using SEQUENCHER software
(Gene Codes Corporation) to identify duplicate clones.
Polymerase chain reaction (PCR) primer sets for amplifica-
tion of the 43 cloned microsatellites were designed with
PRIMER 3 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/
primer3/primer3_www.cgi).

PCRs were performed in a final volume of 12.5 uL [1x
Taq polymerase buffer (Promega: 500 mm KCI, 100 mm
Tris-HCI pH 9.0, 1% Triton X-100 and 15 mm MgCl,;
except 1x TaKaRa buffer II for Av7: 100 mm KCI, 100 mm
Tris-HCl pH 8.0, 0.1 mm EDTA, TmwMm DTT, 0.5% Tween 20,
0.5% Nonidet P-40, 50% Glycerol), 1.2 mm MgCl,, 60 M of
each dNTP, 5 pmol of each primer, 0.25 U Tag polymerase
(Promega, except LA Tag from TaKaRa for Av7) and 10 ng
of DNA template] using a Trio-Thermoblock (Biometra
GmBH). For each reaction, one primer of each pair was end
labelled with one fluorescent phosphoramidite (TET, HEX
or 6-FAM). The cycling programme consisted of an initial
denaturing step of 5 min at 95 °C, 35 cycles of 30 s at 95 °C,
30 s at specific annealing temperature (Table 1), and 45 s at
72 °C followed by a final step of 10 min at 72 °C. PCR products
were separated along with the internal size standard GS500-
TAMRA on an ABI PRISM 310 automated sequencer.
Product sizes were determined using the GENESCAN soft-
ware (Applied Biosystems).

Nine polymorphic microsatellites were optimized. Table 1
presents details of allelic diversity and heterozygosity

Table 1 Polymorphic repeat microsatellite loci developed for the terrestrial isopod, Armadillidium vulgare

Locus (GenBank Repeat in Annealing  No.of  Size
Accession no.) Primer sequences (5'-3") original clone  temp. (°C)  alleles  range (bp) Pop. Hy  Hg
Avl F(1): TGGAGTCAACTCACATTCTG (Cn)y 56 4 108-114 Ens. 053 0.68
DQ234304 R: TGTCTGTAAAACTTGTGCTACG Poi. 053 045
Montp. 040 0.58
Av2 F(1): TGAAGTTCGGGTGAATTGTG (cr)y(ca)s(ch), 56 4 159-165 Ens. 079  0.69
DQ234305 R: ATACCATGACGTGTCGCAAG Poi. 0.89 0.65
Montp.  0.60 0.75
Av3 F(2): TGAGTCTCATTATAGTTTGGATGA  (CA),(CG),(CA);; 48 13 185-233 Ens. 0.69 0.83
DQ234306 R: TCCTCTCTATACCCCATAATTTCA Poi. 0.65 0.68
Montp.  0.88 0.89
Av4d F(1): CCGAACCTTTCGAAGGTATT (GT),AT(GT);9 56 16 198-242 Ens. 045 0.79
DQ234307 R: AAGGCACATAACATTTTCACAAA (GR),AA(GR) 4 Poi. 073 0.82
Montp. 090 0.79
Av5 F(1): CGTGCGAAGTTCAGATTCTTT (CR)5 56 28 286-396 Ens. 1.00 094
DQ234308 R: GCGCGCTCGAGGATTTAC Poi. 095 0.92
Montp.  0.88 0.94
Av6 F(1): GGAATGAGGTCGTCGACTATG (GT)4AT(GT), 56 5 166-178 Ens. 0.74 056
DQ234309 R: GTCTTTCAAACGGGCACAAT Poi. 0.63 0.55
Montp. 044 053
Av7 F: TCATTTCCGCTTTCCTCATT (GD),(G0),(GT),; 50 8 229-251 Ens. 050 0.74
DQ234310 R(3): CCAACCCTGATTATGGTCTGAT Poi. 040 0.63
Montp. 0.60 0.71
Av8 F(2): CAACATCCTAATATTCAGTTCTCA  (CA);, 48 15 152-192 Ens. 074 079
DQ234311 R: AGTTTACAGAATACGGCTGAGG Poi. 0.68 0.84
Montp. 070 0.84
Av9 F(1): TCTCGAAGAATTGCCTCACA (CR)4 56 14 175-221 Ens. 0.88 0.84
DQ234312 R: CGATGACTGGGACAATCTCA Poi. 0.84 0.87

Montp. 1.00 0.89

Label used and labelled primer: (1) 6-FAM. (2) HEX (3) TET.

Pop., population’s name; Ens., Ensoulesse; Poi., Poitiers; Montp., Montpellier; H,, proportion of heterozygotes; Hy, expected heterozygosity
(calculated with GENEPOP version 3.3; Raymond & Rousset 1995). Forty-eight individuals were amplified for each locus.

© 2006 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology Notes, 10.1111/§.1471-8286.2006.01220.x
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Table 2 Allele sizes obtained by cross-species amplification using the primers developed for Armadillidium vulgare

Species
Locus Armadillidium nasatum Armadillidium maculatum Oniscus asellus Porcellio scaber Porcellionides pruinosus
Avl — — — — —
Av2 — 145 — — —
Av3 217 177-179 — — —
Av4 — — — — —
Av5 374-386-410 304-306 — — —
Avb 174 164 — — —
Av7 — — — — —
Av8 136-144 122-124-130 — — —
Av9 — — — — —

estimates at these nine loci in three widely separated French
populations (Poitiers, Ensoulesse and Montpellier with
sample sizes of 19, 19 and 10 respectively). The number
of alleles per locus ranged from four to 28 (average = 11.9)
and the observed heterozygosity from 0.40 to 1.00
(average = 0.75), indicating a high level of polymorphism
in A. vulgare populations. No significant genotypic linkage
disequilibrium was found using Fisher’s exact tests imple-
mented in GENEPOP version 3.3 (Raymond & Rousset 1995)
after sequential Bonferroni correction (. = 0.05, k = 36).
All the loci were tested separately in each population for
Hardy-Weinberg equilibrium using GENEPOP version 3.3.
No significant disequilibrium was detected after sequen-
tial Bonferroni correction (o0 = 0.05, k = 27). We also tested
the utility of the primers in five other species representing
three additional genera (Table 2). Two individuals from
each species were tested at an annealing temperature of
48 °C. Some loci (Av3, Av5, Av6 and Av8) amplified suc-
cessfully and exhibited polymorphisms in Armadillidium
species, but none amplified in other species tested.

The polymorphisms observed at the nine microsatellite
loci described herein should facilitate better understanding
of genetic differentiation and structure among populations
of A. vulgare and the evolutionary impact of sex-ratio distorters
like Wolbachia on this species.
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Abstract

Wolbachia are maternally inherited endosymbiotic a-Proteobacteria infecting a wide range of arthropods. Wolbachia induce feminization in
many terrestrial isopod species, particularly in the genus Armadillidium (Crustacea, Oniscidea). The diversity of Wolbachia strains infecting
Armadillidium species was examined. Results reveal that natural populations of A. vulgare contain three different Wolbachia strains (wVulC,
wVulM and wVulP). The wsp gene and its 3’-adjacent region show evidence that two recombination events have occurred between two of
these strains. In both cases, multiple statistical analyses suggest that a small gene fragment of a strain closely related to wVulM (minor parent) is
inserted into the genome of another strain closely related to wVulC (major parent). Although multiple infections in a single individual have never
been demonstrated in natural population, the existence of recombination between feminizing strains suggests that bi-infections are possible, or at
least that bi-infections can be maintained sufficiently long enough to allow recombination. Recombination events increase genetic diversity of

Wolbachia tound in Armadillidium species and may play a role in the ability of Wolbachia strains to invade new hosts.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Wolbachia are maternally inherited endosymbiotic a-Proteo-
bacteria infecting a wide range of nematodes and arthropods
(O’neill et al., 1992, Stouthamer et al., 1999). Depending on
both the bacterial lineage and host, they may have very diverse
effects on host reproduction, such as cytoplasmic incompatibil-
ity (CI), male killing, parthenogenetic reproduction or femini-
zation of genetic males (Rigaud, 1999, Stouthamer et al., 1999).
In terrestrial isopod species (Crustacea, Oniscidea), Wolbachia
induce CI in two species, Porcellio dilatatus petiti and Cylisti-
cus convexus (Legrand and Juchault, 1986, Moret et al., 2001)
and feminization in many others, including members of the
genus Armadillidium, such as A. vulgare and A. nasatum

Abbreviations: bp, base pair; CI, cytoplasmic incompatibility; HVR,
hypervariable region; MLST, multilocus sequence typing
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(Bouchon et al., 1998, Rigaud et al., 1991). Feminization occurs
through conversion of genetic males into functional females,
which typically produce female-biased progenies (Rigaud et al.,
1997). Recently, based on wsp gene sequences, two distinct
feminizing Wolbachia strains have been found in various
populations of A. vulgare (Cordaux et al., 2004). The
comparison of bacterial strains and their respective host
mitochondrial phylogenies showed no concordance, indicating
horizontal transmission of the Wolbachia strains within popula-
tions of A. vulgare. A. vulgare is to date the only known species
of terrestrial isopod to host more than one Wolbachia strain
(Bouchon et al., 1998). Despite extensive sampling efforts, no
multiple infections in single individuals of isopod species have
been so far recorded. This suggests that feminization establishes
a high competition between Wolbachia and/or that multi-
infection is unstable in these species. Since no multiple
infections have been discovered in isopod species, recombina-
tion within and between Wolbachia strains is basically
unexpected. However, Baldo et al. (2005a) have shown evidence
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for recombination in some Wolbachia strains of isopods. The
evolutionary context of these recombination events is difficult to
understand as horizontal transfers would be rare events between
some of the involved host species as they live in different habitats.

The first example of recombination was described between
two Wolbachia strains (belonging to the supergroup B) of a
parasitoid wasp and its fly host (Werren and Bartos, 2001). Since
then, a growing number of publications have revealed other
recombination events within Wolbachia chromosomal genes, a
large number of which involve wsp (Baldo et al., 2005a,b,
Jiggins, 2002, Jiggins etal., 2001, Keller et al., 2004, Malloch and
Fenton, 2005, Reuter and Keller, 2003, Werren and Bartos, 2001).
Recombination can also occur between highly divergent strains
belonging to different supergroups (Baldo et al., 2005a,b, Jiggins,
2002, Malloch and Fenton, 2005). Therefore recombination may
be common in Wolbachia and may confuse phylogenetic
relationship reconstructions based on a single gene. Moreover,
several studies in different insect species specify lateral transfer of
the phage WO-B between co-infecting Wolbachia strains
(Bordenstein and Wernegreen, 2004, Masui et al., 2000) and
intragenic recombination may be common in extra-chromosomal
DNA, including phage and transposable elements (Bordenstein
and Wernegreen, 2004, Duron et al., 2005).

For lateral DNA transfers that are not phage-mediated,
bacteria must come into close contact (Jiggins, 2002). As
Wolbachia are vertically transmitted endosymbionts, opportu-
nities for recombination between different types would appear
to be restricted except in the case of multiple infections.

In this paper we wish to test the occurrence of genetic
exchange between feminizing Wolbachia strains. To address
this issue we analyzed Wolbachia polymorphism within three
host species belonging to the Armadilllidium genus. Results
strongly suggest two independent recombination events be-
tween the two Wolbachia strains (wVulC and wVulM) infecting
sympatric Armadillidium species. The origin and evolutionary
implications of recombination events and horizontal transfers of
feminizing Wolbachia strains are discussed.

2. Materials and methods
2.1. Sampling and sequencing

Three populations of A. vulgare (originating from Poitiers,
Ensoulesse and Chizé) and a population of 4. nasatum
(originating from Frelinghien) were sampled in France
(Table 1). The population of Poitiers was sampled in 2003 and
in 2006. The infection status of each specimen was assessed by
PCR assay of the Wolbachia wsp gene as described below.
Additionally, one infected female of 4. album collected at Yves
(France) for which the Wolbachia strain has previously been
identified (Bouchon et al., 1998) was included in this study. This
strain will be denoted wAlbum to avoid confusion with the strain
infecting Aedes albopictus (called wAlb, according to the
nomenclature of Zhou et al. (1998)).

DNA extraction, PCR amplification and sequencing of the
wsp region from all infected individuals were performed as
described in Michel-Salzat et al. (2001). To infer the size of the

Table 1
Wolbachia prevalence in the sampled populations of three Armadillidium
species

Sampled locality Sample N, Number of infected females:

year I wVulM wVulC wVulP wNas wAlbum

Armadillidium vulgare
Ensoulesse 2003 109 1 1
Poitiers 2003 108 1 3 4
Poitiers 2006 5/14 1 9
Chiz¢ Biological 2003 514 3 5

Reserve
Armadillidium nasatum
Frelinghien 2006  5/22 6
Mignaloux * 1993  0/19 4
Amou? 1995 3/3 1
Armadillidium album
Yves 1994 1/7 6

? Samples from Bouchon et al. (1998).

recombinant fragments, the 3’ adjacent region of the wsp gene
was sequenced. PCR amplifications were performed using wsp
81F primer (Braig et al., 1998) and a primer RPOHR (5'-
TTAAHCCYATRTTWCCTTC-3’) designed inside the heat
shock o-factor rpoH gene which is located downstream of the
wsp gene in the wMel genome (Wu et al., 2004). PCR cycling
conditions were: 95 °C for 2 min; 38 cycles at 95 °C for 1 min,
45 °C for 1 min, 72 °C for 1 min 40 s; 72 °C for 5 min; then held
at 4 °C. PCR products were purified using QiaQuick PCR
purification kits (Qiagen). Sequencing was performed using a
BigDye v3.1 terminator sequencing kit and an ABI 3130 Genetic
Analyzer. By using primers wsp 81F, wsp 691R (Braig et al.,
1998), RPOHR and an internal forward primer 411F (5'-
AAATCAAACTTTACGCTGGCG-3'), we obtained complete
sequences of 1136 to 1146 bp, depending on the Wolbachia
strains. These sequences comprise 606 to 615 bp of the 3’ end of
the wsp gene, 296 to 297 bp of a non-coding intergenic region
and 234 bp of the 5’-region of the heat shock o-factor rpoH
gene. In order to measure the range of recombination, we also
sequenced six other Wolbachia genes, namely groE operon that
includes a non-coding intergenic region together with groES and
groEL (with primers groEF1 5'-GAAGAAAAACAAGGTG-
GAATT-3' and groER1 5’-GTACCATCACCAACTTTGTC-3’;
D. Bouchon, pers. com.) and 5 genes widely distributed across
the Wolbachia genome and used in one of the two available
multilocus sequence typing approaches (Baldo et al., 2006;
Paraskevopoulos et al., 2006): fisZ (with primers ftsZfl and
ftsZrl, Werren et al., 1995), gatB, coxA, hcpA and fbpA. PCR
conditions and sequencing reactions were performed as those
described by Baldo et al. (2006). All sequences were deposited
in GenBank—EMBL databases under the accession numbers
DQ778095-DQ778107 and EF451545-EF451564 (Table 2).

2.2. Evolutionary analyses

All sequences were manually aligned taking into account
their amino acid translation. Sequences of wsp and groE were
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Table 2
List of Wolbachia wsp, ftsZ and groE sequences drawn from GenBank or newly sequenced which where used for phylogenetic analysis
wsp fisZ groE
Isopod strains Armadillidium vulgare wVulC DQ778095% DQ778100° DQ778103*
AJ419986° AJ223244°
AJ419987°
Armadillidium vulgare wVulM DQ778097° DQ778101° DQ778104%
AJ419984°
AJ419985°
Armadillidium vulgare wVulP DQ778096* DQ778102% DQ778105%
AJ269474¢
Armadillidium nasatum wNas DQ778098* AJ223244° DQ778106%
AJ276600°¢
Armadillidium album wAlbum DQ778099 AJ223245°¢ DQ778107%
AJ276599°¢
Other strains Acraea alcinoe AJ271196 AJ318483
Acraea encedon AJ130716 AJ318482
Acraea eponina AJ271194 AJ318486
Aedes albopictus AY462863 AJ511281
Aedes pseudalbopictus AF317487 AJ511282
Asobara tabida AY581193, AF124856 AY578349, AJ634749
Culex (Eumelanomyia) sp. AF317480 AJ511283
Culex brevipalpis AF317477 AJ511290
Culex fuscocephala AF317481 AJ511284
Drosophila melanogaster NC_002978 NC_002978
Drosophila ananassae AY858801 NZ_AAGB01000065
Elenchus japonicus AB039281 AB039281
Ephestia kuehniella AF071911 AB002290
Hypolimnas bolina bolina ABO085181 AB167350
Laodelphax striatella AB039042 AB039040
Leptopilina heterotoma AF124860 AJ634748
Sogatella furcifera AF481185 AB039041
Teleogryllus taiwanemma AB035514 AB002286
Tripteroides aranoides AY462857 AJ511293

No differences were observed between sequences obtained from isopod species and the previously published corresponding sequences.

? This study.

® Cordaux et al. (2004).

¢ Bouchon et al. (1998).
Schulenburg et al. (2000).
¢ Cordaux et al. (2001).

o

aligned with sequences from 20 A- and B-Wolbachia
strains downloaded from GenBank (listed in Table 2). In the
phylogenetic analyses, the 4th hypervariable region of wsp
(Baldo et al., 2005a; positions 500-569 of wVulC sequence)
was removed from the alignment because the most divergent
sequences could not be aligned with confidence in this region.
Neighbor-joining analyses were conducted using MEGA 3.1
(Kumar et al., 2004) based on Kimura two-parameter distances.
Bootstrap analyses were carried out with 1000 replicates.
Analysis of recombination was done using the whole
sequenced part of the wsp gene (from 606 to 615 bp according
to the strains), the 4th HVR and 3’-adjacent region (from 530 to
531 bp) included, leading to a total length of 1155 bp. The 4th
HVR was included as it was possible to align the sequences of
the five studied strains with confidence in this region. In order to
increase the power of detection and minimize false positive
inference (Posada, 2002), we used four recombination detection
methods implemented in the RDP software package (Martin and
Rybicki, 2000): RDP, Bootscanning (Salminen et al., 1995),
Chimaera (Maynard Smith, 1992, Posada and Crandall, 2001)
and SiScan (Gibbs et al., 2000). All methods were used with

default parameters except Bootscanning (scan parameters:
window size=200; step size= 15). We also used the re-
combination analyses provided in DNASP v. 4 (Rozas et al.,
2003), which calculates the minimum number of recombination
events, py, according to Hudson and Kaplan (1985). DNASP
was also used to locate the sites where putative recombination
events have taken place. To test the possibility of intragenomic
recombination, the recombinant fragments were independently
analyzed using BLAST against Wolbachia genomes already
accessible: wMel from Drosophila melanogaster (Wu et al.,
2004), wBm from Brugia malayi (Foster et al., 2005), wAna
from D. annanassae (Salzberg et al., 2005) and wPip from
Culex quinquefasciatus on the Sanger website (http://www.
sanger.ac.uk/Projects/W_pipientis/).

3. Results
3.1. Wolbachia strains polymorphism

Infection statuses of sampled specimens are summarized in
Table 1. The wsp sequences were obtained from 29 Wolbachia-
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infected females of 4. vulgare. Based on the wsp sequences,
three different strains were observed, the two previously
described strains, namely wVulC and wVulM (Cordaux et al.,
2004), and a new one, named wVulP (for Wolbachia A. vulgare
type Poitiers). The strains wVulC, wVulM and wVulP were
observed to infect eight females, six females and fourteen
females of the whole sample, respectively (Table 1). Eleven
females of A. nasatum were infected by the same wNas Wol-
bachia strain whose wsp sequence was identical to that
previously published (Cordaux et al., 2001). Each infected
female harboured a single Wolbachia strain, as shown by the
direct sequencing of the purified PCR products, which revealed
no ambiguity or discrepancy within or between the analyzed
strands of each wsp sequence.

groE gene was sequenced in all infected females. Three
different sequences were found in groE sequences occurring in
(1) wAlbum and wVulM, (ii) wVulC and wVulP and (iii) wNas.
The wNas sequence differed by only one substitution from
wWVulC and wVulP sequences. wAlbum and wVulM differed
only by 6 substitutions from wVulC and wVulP sequences
(Fig. 1). Multi locus genes show low polymorphism: fisZ, coxA
and gatB show no polymorphism between analyzed strains
whereas hcpA shows a distinct allele in wVulM (one single
substitution) and fbpA shows a distinct allele in wAlbum (six
substitutions). This low polymorphism confirms the close
relationship of wVulC, wVulP and wNas. As observed on wsp

6

100

95 | wAlbum
wVulM
100 wVulP
wiNas
wVuIC

Elenchus japonicus
QT{ Laodelphax striatella

sequences, direct sequencing of the purified PCR products of all
these genes revealed no ambiguity or discrepancy suggesting
the absence of multiple infections in a single individual.

3.2. Recombination analysis

Alignments of the wsp sequences and their adjacent 3’-
regions suggest two recombination events with four breakpoints
(Fig. 2 and Table 3). The first recombinant fragment is detected
with the highest probabilities in the wVulP strain by four of the
methods: RDP (P<10"°), Bootscanning (P<10"°), Chimaera
(P<10"*) and Siscan (P<10~*). Major and minor parents are
respectively identified as wVulC and wVulM. The size of the
recombinant fragment is 61 bp located in the 4th HVR of wsp
(1st breakpoint between positions 495 and 505 and second
breakpoint between positions 564 and 599). In the 3’end of the
wsp sequence (504 base pairs), wVulP is more closely related to
wVulC than to wVulM (99.8% and 90.2% identity, respective-
ly). In the last 576 bases (non-coding region and rpoH 5’ end)
wVulP is also more closely related to wVulC than to wVulM
(99.3% and 97.0% identity respectively). On the contrary, in the
recombinant region (61 bp), wVulP is closely related to wVulM
and more distantly related to wVulC (88.8% and 50.6% identity
respectively; Fig. 2). In the 3’ end of the wsp sequence (504
base pairs), only one non-synonymous substitution is found at
position 433 of the nucleotide sequence (position 144 of the
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Fig. 1. Phylogenetic tree of Wolbachia strains based on groE. The tree is based on the comparison of 528 bases of the groE gene, using the neighbor-joining method.
Numbers at the nodes are bootstrap scores. Only values higher than 50 are shown. Strains are identified by the host from which they were isolated. The five Wolbachia
strains from Armadillidium species (wVulC, wVulM, wVulP, wNas and wAlbum) are shown in bold. Accession numbers of groE sequences from other arthropod

symbionts are listed in Table 2.
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Fig. 2. Nucleic partial sequences of wsp gene and its 3’-adjacent region of the five Wolbachia strains sequenced in Armadillidium genus (only positions 301 to 960 of
the alignment are shown). st position of the alignment corresponds to the 106th position of wsp gene. Codon stop is located at position 625. Heat shock o-factor
rpoH locus starts at position 922. Numbers under sequence alignments correspond to breakpoints identified with DNAsp.

protein sequence, aspartic acid in wVulC and asparagine in
wWVulP, see Fig. 3). Within the recombinant region, the observed
divergence leads to 10 amino acid changes when compared to
the wVulC protein sequence (excluding indels; Fig. 3). No stop
codon or frame shift was found in this region.

The second recombinant fragment was found in the wNas
sequence by three of the methods used with lower probabilities
than those of the recombinant fragment identified in wVulP:

Bootscanning (P<10~7), Chimaera (P<10 %) and Siscan
(P<10~?). This recombination event was not detected by the
RDP method. Major and minor parents were respectively
identified as wVulC and wVulM. The size of the recombinant
fragment is 70 bp (1st breakpoint between positions 766 and
812 and second breakpoint between positions 884 and 931)
located in the intergenic region between wsp and rpoH (see
Fig. 2 and Table 3). Excluding indels, wNas is more closely
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Table 3
Summary of recombination analysis results using 4 methods implemented in the
RDP software package: RDP, Bootscan, Chimaera and Siscan

Daughter Major  Minor  Region Minimum  Method  P-value
parent  parent size (bp)
wVulP wVulC  wVulM  502-564 61 RDP 3.380E—-7
(505-579) BootScan 3.422E-7
Chimaera 1.360E—5
Siscan 1.059E-5
wNas wVulC  wVulM 803-874 70 RDP -
(812-884) BootScan 1.008E—8

Chimaera 9.607E—3
Siscan 9.991E—4

Beginning and ending breakpoint positions are given without parentheses for
sequence positions and in parentheses for the alignment positions.

related to wVulC (major parent) than to wVulM in the first 802
bases of the wsp sequence (respectively 99.5% and 89.3% of
identity). In this region, wNas differs from wVulC by three non-
synonymous substitutions in the coding region of wsp (positions
433, 536 and 614, see Figs. 2 and 3) and 1 substitution in the
non-coding intergenic region (position 766 of wNas sequence).
wNas and wVulC sequences are identical in the last 266 bases of
the alignment and differ by 1.9% of divergence from wVulM. In
the recombinant region, wNas is more closely related to wVulM
than to wVulC (respectively 98.6% and 83.5% of identity).
Within the wsp coding region, the observed divergence leads to
three amino acid changes when compared to wVulC protein
sequence (Fig. 3). No stop codon or frame shift was found in
this region.

3.3. Intergenomic origin of recombinations

Because the same recombinant sequences were found
independently in the different samples of A. vulgare, it is
unlikely that the observed sequences are artefacts. The
published Wolbachia genomes show two paralogs of the wsp
gene (wspB and wspC). Therefore intragenomic recombination
could occur between the two paralogs and the wsp gene (wspA)
leading to a chimeric form of wsp. In order to evaluate the
hypothesis of intragenomic recombination, BLAST searches of
wVul recombinant fragments were performed against the
available Wolbachia genomes (wMel, wAna, wPip, and
wBm). No significant alignment of the recombinant regions
were found while wspA and rpoH parts of the wVulP sequence
match respectively with the corresponding regions of wMel
genome (1 significant hit) and no significant matches were
recorded with the corresponding wspB and wspC paralogs.
These results appear to exclude an intragenomic recombination
and suggest intergenic recombinations between the two
different Wolbachia strains, wVulC and wVulM.

3.4. Phylogenetic analysis

Phylogenies based on wsp, groE and fisZ including Wolba-
chia strains infecting other arthropods show topologies similar to
those previously published on 765 ¥RNA, fisZ and wsp (Figs. 1
and 4, see also Bouchon et al., 1998, Cordaux et al., 2001). For all

genes, Wolbachia infecting terrestrial isopods form a monophy-
letic clade inside the B-supergroup.

4. Discussion
4.1. Evidence for recombination

Five Wolbachia strains have been observed to infect Arma-
dillidium species: wVulC, wVulM and a new one, wVulP, found
in A. vulgare, wNas found in 4. nasatum and wAlbum found in
A. album. wsp sequence comparisons and statistical analysis
reveal the existence of recombination between feminizing Wol-
bachia strains. Two recombinant strains (wVulP and wNas) were
identified in two different host species within the genus Arma-
dillidium. In both cases, statistical analyses suggest that a small
gene fragment (61 bp in wVulP and 70 bp in wNas) of a strain
closely related to wVulM (minor parent) has been inserted into
the genome of an other strain closely related to wVulC (major
parent). No evidence of intragenomic recombination has been
found within the two wsp paralog genes recorded in the Wol-
bachia genomes (Foster et al., 2005, Wu et al., 2004). The two
recombinant strains wVulP and wNas show only two nucleotide
differences in the wsp and rpoH sequences, recombinant
regions excluded. This confirms the previous work of Cordaux
et al. (2004) suggesting that A. vulgare and 4. nasatum share a
common ancestral Wolbachia strain which constitutes the major
parent of the two recombinant strains.

4.2. Recombination consequences on phylogenetic analysis

None of the recombination events described here confound
the evolutionary relationships of Wolbachia strains because
recombinations occurred between closely related strains of the
same group (Figs. 1 and 4) and because the recombinant
fragments are too small. This is confirmed by previous results
using four different genes (16S rDNA, fisZ, wsp and groFE)
where Wolbachia infecting isopod species clustered together
(Bouchon et al., 1998, Cordaux et al., 2001). Moreover, due to
poor alignment accuracy, the 4th HVR of wsp, where re-
combination occurs, is generally removed from phylogenetic
analyses.

4.3. Intragenomic recombination

BLAST searches using the recombinant sequences as queries
produce no significant alignment with any already known wsp
paralogs. This confirms that an intragenomic recombination is
unlikely within the feminizing Wolbachia. However we cannot
completely exclude this possibility because the wVul wsp
paralogs are not yet known.

4.4. Evolutionary implications

The existence of recombinant Wolbachia strains in Arma-
dillidium species offers new insight into the mechanisms that
control genetic diversity of feminizing Wolbachia. A number of
studies have shown multiple infections of Wolbachia that
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Fig. 3. Alignment of the deduced amino acid sequences of the wsp gene in the five Wolbachia strains sequenced in the Armadillidium genus. 1st position of the
alignment corresponds to the 36th position of the WSP protein. Numbers under sequence alignments correspond to breakpoints identified with DNAsp on DNA
sequences.

induce CI in insects (e.g. Vavre et al, 1999, Werren and horizontal transfers and recombination events may be favoured
Windsor, 2000, Werren et al., 1995) and there is a growing in such Wolbachia strains. The present study suggests that such
amount of evidence indicating the existence of horizontal  recombination events can also occur in feminizing Wolbachia.
transfers between host species (e.g. Cordaux et al., 2001, Natural multiple infections in a single host have been
Cordaux et al., 2004, van Borm et al., 2003, Vavre et al., 1999). demonstrated in neither A. vulgare, nor any other woodlouse
As CI actively maintains multiple infections (Frank, 1998), species. As previously proposed by Cordaux et al. (2004) in
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Fig. 4. Phylogenetic tree of Wolbachia strains based on wsp. The tree is based on the comparison of 528 bases of the wsp gene, using the neighbor-joining method.
Numbers at the nodes are bootstrap scores. Only values higher than 50 are shown. Strains are identified by the host from which they were isolated. The five Wolbachia
strains from Armadillidium species (wVulC, wVulM, wVulP, wNas and wAlbum) are shown in bold. Accession numbers of wsp sequences from other arthropod
symbionts are listed in Table 2.
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A. vulgare, multi-infections are expected when horizontal
transfers occur. In isopods, such horizontal transfers can occur
by blood contact between wounded infected and uninfected
woodlice (Rigaud and Juchault, 1995) or by the route of
parasitism (parasitoid flies or phoretic mites; Cordaux et al.,
2001). Using experimental horizontal transfers, Bouchon et al.
(1998) have shown that A. nasatum and A. vulgare Wolbachia
strains can feminize different closely related isopod species.
Rigaud et al. (2001) showed similar results but demonstrated
that after experimental horizontal transfer, the vertical trans-
mission of Wolbachia is not always successful. Moreover,
Wolbachia horizontal transfer from A. vulgare to A. nasatum
results in both effective feminisation and vertical transmission
but the reverse transfer from 4. nasatum to A. vulgare ends in
both less effective feminisation and vertical transmission. This
asymmetry in resulting phenotype highlights the fact that even
closely related Wolbachia strains are adapted to their own hosts.
The Wolbachia strain of A. vulgare used in the study of Rigaud
et al. (2001), which has the same origin as wVulC, seems less
specialised than the strain of 4. nasatum.

Due to the symbiotic life of Wolbachia, a short period of
contact between two bacteria in a single host cell is sufficient to
favour recombination. One scenario is that double infections of
parental Wolbachia strains have occurred in one individual.
Recently, simultaneous injections of two different Wolbachia
strains in A. vulgare have led to stable bi-infections in the
recipients for at least nine months (Johnson, pers. comm.). The
strains were transmitted independently to the progeny. If there is
a recombination event, this suggests that the new recombinant
strain can be transmitted to the next generation, and then spread
in the population.

WO-B phage element is known to recombine between
different Wolbachia strains infecting the host (Bordenstein and
Wernegreen, 2004). According to the “intracellular arena”
hypothesis, WO-B phage could play a role in recombination by
transferring genetic material from one strain to another within
a single host. WO-B phage is also present in wVul strains
(Braquart-Varnier et al., 2005). However no evidence of
horizontal transfer of WO-B phage from a host to another has
yet been found.

4.5. wWulC, an invading strain?

Although wNas is the only Wolbachia strain known in
A. nasatum, this study demonstrates a genetic exchange with
one strain from A. vulgare. Horizontal transfers are expected
between A. vulgare and A. nasatum, because they are found in
the same biotopes (i.c. grass-land, gardens). On the contrary, no
genetic exchange is expected with 4. album which is a coastal
species inhabiting sandy beaches and is rarely found in close
contact with other woodlice species. As recombination allows
the acquisition of new genetic material and potentially a new
capacity to adapt to new hosts, it may help the successful
colonization of non-adapted Wolbachia strain in an already
infected host. In that respect, wVulC (which is potentially the
major parent of the recombinant strains) seems to be spreading
within the Armadillidium spp. hosts. This corroborates the

hypothesis of Cordaux et al. (2004) who suggested that wVulC
is a recent invader of A. vulgare populations, wVulM being the
initial resident. The recombination observed in the wVulP strain
could be the result of the contact between wVulC and wVulM in
the same populations.

In conclusion, the discovery of recombinant Wolbachia
strains infecting Armadillidium species suggests that recombi-
nation can occur in feminizing Wolbachia even if no evidence
of multiple-infections has been shown to date. New bacterial
acquisitions by horizontal transfers of Wolbachia seem to be
frequent in Armadillidium species and could be a major source
of Wolbachia genetic diversity.
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