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Introduction

Les insectes représentent plus de la moitié des &ivants décrits et sont présents dans
presque tous les habitats et tous les milieux. Léle est majeur dans de nombreux
écosystemes. La communication chez les insectemfaivenir des systemes sensoriels trés
sophistiqués, en particulier la communication pa&s dignaux chimiqgues comme les
phéromones. Chez les Lépidopteres, la communicattomique a l'aide de molécules
phéromonales est trés répandue et a fait I'objetoebreuses études. Cet ordre représente un
des quatre groupes majeurs chez les insectes, lase€Coléoptéres, les Diptéres et les
Hymeénopteres. Parmi les Lépidopteres, la superamiéds Noctuoidae est la plus importante

en nombre avec environ 40.000 especes (Kristed969).

En grande majorité, les Lépidoptéres sont phytophaay stade larvaire (chenille) et sont
donc, la plupart du temps, associés a une ou phssiglantes-hotes selon leur degré de
spécialisation. Les chenilles de nombreuses esplcd$octuidae s’alimentent aux dépends
d’'une ou plusieurs plantes cultivées. Ces espéapgensidérées comme des ravageurs, dont
I'étude est devenue d’'un intérét croissant aux desspertes économiques observées. La lutte
contre les ravageurs peut se faire par le biaispdeuits phytosanitaires codteux,
potentiellement dangereux pour I'environnementetdnté humaine. Appliqués a forte dose,
ces produits induisent I'apparition de résistandss.surveillance biologique, a l'aide des
pieges phéromonaux, permet de cibler I'applicatias insecticides pendant les périodes
d’infestation et de réduire les colts et les dosassurveillance biologique de ces insectes ne
peut pas étre envisagée sans une parfaite conmaéssde leur biologie, et plus

particulierement de leur systeme de reproduction.

La reproduction chez les Lépidoptéres met en jenamebreux mécanismes qui permettent la
localisation, la reconnaissance du partenaire $estu&accouplement entre deux partenaires
sexuels de la méme espéce, afin d’engendrer unerntdance d'individus viables et fertiles.

La reproduction est une notion constante dansflaitién des concepts de I'espece.



Les processus complexes de localisation et de naisgance interviennent dans la définition
de l'espéce selon Hugh Paterson (1985) et son porae reconnaissance (Recognition
Concept), concept que nous définirons plus préa@sérmdans cette étude. Ce concept de
'espece est associé a ce que Paterson appelisstierse de reconnaissance spécifique du
partenaire sexuel ou Specific Mate Recognition 8ys{SMRS). Chez les Lépidoptéres
Noctuidae, dont l'activité se déroule essentielletria nuit, les stimuli visuels sont peu ou
pas présents et les signaux chimiques jouent enesdentiel tout au long de leur cycle de vie.
La communication chimique permet aux Lépidoptereesepérer leur plante-hote, de localiser
et d’identifier leur partenaire sexuel et de seradpire dans des conditions favorables a la

transmission des genes qu'’ils portent.

Pour la premiére fois, en 1959, Karlson et Lusamrdéfini les phéromones comme étant
« des substances chimiques sécrétées a I'extgrauun individu et percues par un autre
individu de la méme espece, chez qui elles engahdree réaction spécifique, par exemple
un comportement défini ou une modification physjidpie ». Les phéromones sont des
sémiochimiques, c'est-a-dire des signaux chimigeress par un animal et modifiant le
comportement ou la physiologie d’autres animauladaéme espéce. Il existe plusieurs types
de phéromones : sexuelles, d’agrégation, de m&tkrme, d’espacement... Ces phéromones
sont constituées d'une ou plusieurs molécules chies, dont les ratios respectifs sont
essentiels au déclenchement du comportement d#évidlu qui les percoit. Les composés
utilisés dans les phéromones chez les insectesnigpas nombreux par rapport au nombre
d’espéces, mais l'infinité des mélanges et dessaiossibles est un avantage non négligeable

de la communication chimique, entre autre pouet@nnaissance des partenaires sexuels.

Chez les Lépidopteres nocturnes, la femelle séenééephéromone sexuelle pour attirer le
male, en vue de la reproduction. Cette phéromoxgetile femelle provoque chez le méle une
réaction trés spécifique et permet donc la recasaace précise du partenaire sexuel.
Lorsque les individus partagent le méme biotopdaetnéme période de reproduction, la
réponse spécifique du male a la phéromone sexiggtielle est la premiere étape qui aboutit

a la reconnaissance au sein d’'une espece.
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Le mélange phéromonal des Lépidopteres est un atsgende composeés dont la structure
chimique se décline sur la base d’'une chaine hgdbooée de longueur variable, portant ou
non des insaturations et des fonctions oxygénéssmales sont sensibles a la fois au ratio de
ces composés et a la quantité totale de phéronimmsemble constituant la signature

chimique d’'une espece donnée.

Attiré par la phéromone, le male effectue un vagmmé vers la femelle. Arrivé a proximite, le
male engage un comportement de cour pendant lgumpuelent intervenir des phéromones
sexuelles males. L’accouplement ne se produit gquessdeux partenaires se reconnaissent
comme étant de la méme espéce et s'acceptentniglléea la possibilité de rejeter un male
s'il ne présente pas les bonnes caractéristiqugsiqaichimigues ou s'il n‘adopte pas le
comportement adéquat. Lors de la copulation, lameaissance spécifique agit aussi par la
compatibilité et l'accrochage des piéces génitatgiles et femelles, ainsi que par la
compatibilité entre les organes d'intromission matles voies génitales femelles. Apres la
fécondation, la formation de I'ceuf dépend de |a patibilité des gameétes et des cytoplasmes

males et femelles.

Les différentes étapes de la reconnaissance estfgaltenaires sexuels au sein de I'espéce se
font dans un environnement particulier. Les compadémiques ne se comportent pas de la
méme facon dans un biotope fermé de forét, dartsatape ouvert de prairie ou de savane,
dans un biotope humide ou dans un biotope sec @etlal, 2000). De plus, plusieurs
especes d’insectes, voire d’autres animaux utiliscommunication chimique, peuvent se
trouver au méme endroit et au méme moment. Levithdi d'une espece donnée doivent
percevoir la phéromone de leur partenaire dans nwiraanement chimique complexe,
constitué par des odeurs conspécifiques ou pradpsr d'autres especes animales et
végétales. Chez les insectes, certains composésnpbigaux peuvent étre des molécules
antagonistes : un composé produit par une espeategpe percu par une autre espéece, chez
qui il inhibera le comportement reproducteur. Lanowunication chimique apparait donc

comme extrémement complexe et originale.
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L’évolution des meélanges phéromonaux chez les espde Lépidopteres est corrélée avec la
systématique (Descoins et Frérot, 1979 ; Roekifsal, 1982). Une perturbation de la
communication chimique peut avoir lieu et donc eunger une rupture dans la
reconnaissance entre certains individus de I'espegmbles alors d’émettre et de reconnaitre
une phéromone différente. L'existence d’'un polynmisme phéromonal intraspécifique
(Frérot et Foster, 1991 ; Pelozuelbal, 2004) peut conduire a I'absence de reconnaissance
entre les races phéromonales formées. Ce mécanisetgnt en jeu une variation dans le
systeme de reconnaissance, peut faire partie desgsus de spéciation et peut étre un moteur
conduisant a I'apparition d’'une nouvelle especeiddiement reproducteur se crée entre deux
populations d’'individus et peut engendrer la foioratd’'une nouvelle espece. L’isolement
reproducteur est le fondement du concept de I'espédogique développé par Ernst Mayr en
1942.

Les deux définitions de I'espéce, le concept demraissance et le concept biologique,
correspondent a des visions différentes d’'une méot®n, I'espece, mettant en jeu une
communauté reproductive. Ces deux concepts sanitegtrent liés, méme s’ils interviennent

a deux échelles difféerentes. S’il 'y a plus reaiasance, il y a isolement reproducteur. Le
concept biologique de I'espéce (Mayr) met I'accamtce qui sépare les individus. Le concept
de reconnaissance (Paterson) met en avant lesifacte reconnaissance entre les individus,

comme par exemple les phéromones.

L'approche de Paterson présente un intérét coraleptuanalytique lorsque nous nous
intéressons a une espece composée de plusieurtatpmms) celle de Mayr lorsque nous

parlons de plusieurs especes d’'un méme genre.

Ces deux principales définitions du concept depkes sont les plus utilisées dans les
recherches sur les mécanismes de la spéciatiors Nmus sommes appuyés sur ces théories
pour étudier I'écologie chimique et la structuratiqgénétigue du genreBusseola

(Lepidoptera : Noctuidae) en Afrique sub-Saharienne
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Problématique

Le modele étudié est constitué par les trois espafecaines de Lépidopteres du genre
Busseola Busseola fuscéFuller, 1901) Busseolasegeta(Bowden, 1956) eBusseolgohaia
(Bowden, 1956)B. fuscaest un des ravageurs les plus importants desresltie mais et de
sorgho en Afrique sub-Saharienne, alors que les detres especes ne sont observées que sur
des plantes sauvages. L’'esp8cduscaaurait été a l'origine présent sur le sorgho sgeawt
serait passée du compartiment sauvage au compattoukivé aprés la mise en culture du
sorgho sélectionné et l'introduction du mais ericpfe. Les deux autres espeddssegetaet

B. phaiane sont pas considérées de nos jours comme chgelas.

Un des probléemes important posé dans cette étudeeesiéterminer si la structuration
génétique deB. fusca mise en évidence grace a l'utilisation de marmuenoléculaires
(Sezonlinet al, 2006), se traduit par des différences dans l&syes de reconnaissance du
partenaire sexuel selon l'appartenance des individun groupe geénétique identifié. Pour
comprendre cela, une étude de la biologie de ledegtion, comprenant les comportements
males et femelles, I'analyse de la phéromone skxterhelle et le comportement de cour, est
indispensable.

L’écologie et la signalisation chimique de la pehbte peuvent jouer un réle particulier sur
le systeme de reconnaissance du partenaire sekaelplante-hdte peut agir sur les
comportements reproducteurs males et femelles.alyaa de la relation plante-insecte peut
permettre de mieux comprendre la spécialisatiofiimgecte vis-a-vis du sorgho et du mais
cultivés et de proposer des hypotheses sur lesegsos de passage d’'un compartiment
sauvage a un compartiment cultivé.

L’étude des parametres de I'écologie chimique aon deB. fuscapermet d’appréhender la
variabilité intraspécifique de ces parametres etlénir si elle est corrélée aux différents
niveaux de structuration génétique de I'especécadlle de I'Afrique. Apres l'identification
de la phéromone femelle, nous avons étudié lahifitéade la production phéromonale et la
variabilité comportementale et chaque individu grmant de différentes populations sauvages
et d’élevage est caractérisé au moyen de marquatoshondriaux et nucléaires.
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Dans une seconde partie, nous avons étudié lesufactjui permettent et maintiennent
l'isolement reproducteur entre les trois espécega@hreBusseolaen Afrique. Les especes
étudiées sont proches du point de vue de la sysitfreaclassique et le statut d’espéce de
B. phaia et deB. segetaest débattu. Nous avons considéré I'ensembleésestats dans une
perspective phylogénétique. L’étude de I'isolemeproducteur couplée a une caractérisation
génétique nous a permis de discuter du statut temimue deB. phaia et deB. segetaet de
proposer des hypothéses de scénarii évolutifs. eCafiproche pluridisciplinaire doit
contribuer soit a confirmer la validité des deuxotas, soit a apporter des éléments nouveaux

en faveur du regroupement Bephaiaet deB. segetan une seule espece.

L'originalité de notre étude réside dans une agpeqaluridisciplinaire, a la fois biochimique,
comportementale, génétique, populationnelle et qg&dgraphique. Tous les individus
étudiés ont été caractérisés du point de vue plaralhpour les femelles, comportemental
pour les deux sexes et génétique pour les deuxs sBxeeplus, l'intérét de cette étude repose
sur un modéle constitué de trois especes pourcgelid’'une part comment se maintient la
reconnaissance spécifique du partenaire sexuatinudsine espece, et d’autre part comment
se mettent en place les mécanismes de l'isolerepnbducteur entre des especes appartenant

au méme genre.
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Premiere partie: Généralités sur les
concepts de I'espece et de la spéciation
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Espéce et Spéciation

|. Généralités sur les concepts de I'espece

La définition de I'espéce a été et est toujours ttébattue et plusieurs théories existent, d’ou
le nombre important de définitions possibles (Isat@l, 2004). Le terme latirSpecies
signifie « la vue, le regard », mais aussi « |I'appee ou I'aspect ». Au f\siécle, Aristote
utilisait le mot grec eidos», signifiant apparence, pour désigner une uniégénéntaire.
L’espéce reste quelgue chose d’abstrait et peut doe définie plutbt comme une notion ou
un concept (Harry, 2001). Chaque concept de I'espmest développé en rapport avec une
théorie sur la spéciation.

En 1982, Mayr pose une question intéressantes edpeces sont-elles des réalités dans la
nature ou seulement des constructions théoriquesrgea I'esprit humain et a I'étude des
individus ? » Cette question nous montre combiendddinition de l'espéce peut étre
subjective et qu'elle dépend totalement du sujediét de son contexte et du point de vue du
biologiste. C’est donc un sujet d’étude passionmansqu’il donne lieu a de nombreuses
réflexions par rapport aux différents concepts @éb depuis Darwin (1859) et son célebre
livre « De l'origine des espéces ». Malgré le tidie cet ouvrage, Darwin explique que la
notion d'espéce est arbitrairement appligué par commodité pour rassember des
individus qui se ressemblent. Dans son ceuvre, Darwin décrit une théorie dgpéaiation
par sélection naturelle des individus aptes a stevet par élimination des autres individus

plus faibles.

Chaque sujet d’étude sur une « espéce », ou ump@rdindividus ou de populations, peut
apporter sa pierre a I'édifice de la notion dep&se. La définition de I'espéce, méme si elle
reste vague, sert de support a I'étude des mécasisi® formation et de maintien de ces

especes, et donc a I'étude des mécanismes dediatips

Depuis Aristote, Linné et Darwin, de nombreux cqised’espece ont été décrits dans la
littérature, mais le but ici n'est pas d’en faireinoventaire. Nous allons seulement développer
deux concepts qui s’opposent quant a la descripdies rapports entre les individus : le
concept biologiqgue de l'espéce de Dobzansky (1985Mayr (1942) et le concept de
reconnaissance du partenaire sexuel de Paters@b)(E2 son corollaire le systéeme de

reconnaissance du partenaire sexuel (SMRS).
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Espéce et Spéciation

Theodosius Dobzhansky (1935) décrit une espéce eommn groupe d’individus
fortement interféconds, mais totalement séparés repductivement des autres groupes
similaires par des propriétés physiologiques (incopatibilité des deux parents et/ou

stérilité des hybrides) ».Cette définition repose sur 'absence compléetudegénétique.

Quelques années plus tard, Mayr (1942) définippkeg de fagon moins stricte, c'est-a-dire
comme« un groupe de populations, totalement ou potentilment interfécondes. Dans la
nature, 'échange de genes entre ces groupes eshilé ou évité par un ou plusieurs
mécanismes d’isolement reproducteur. »Cette définition sera développée dans le livre
« Populations, Species and Evolution » (Mayr, 1983% facteurs de l'isolement reproducteur
peuvent se rencontrer de maniere discrete ou sebioem Ces facteurs peuvent étre
biologiques (physiologiques), écologiques (habikdlte, régime alimentaire), éthologiques
(comportement de reproduction) et enfin géograpsdallopatrie — Figure 1).

La définition de I'espéce biologique proposée paryMest fondée sur tous les critéres qui ont
une influence sur l'isolement reproducteur des [abions qui composent I'espéce et donc sur
les mécanismes qui séparent les individies.définition de I'espece proposée par Mayr est
assez largement reconnue et acceptée (Coyne et2Q0d). Cependant des difficultés
persistent dans le cas d'espéces en voie d’'isotemiées « espéces naissantes », c'est-a-dire
dont la spéciation n'est pas terminée, ou d'esgemzroduction uni-parentale.

Avec le concept biologique de I'espéece, Mayr matdent sur les mécanismes d’isolement
qui séparent les individus et qui conduisent arétades échanges géniques entre eux. A
'opposé, Paterson développe en 1985 un autre porigeé met en avant le maintien de
lintégrité de lI'espece en privilégiant la recorssince des individus au sein de l'espece.
L’espéce est vue de l'intérieur et non pas en e¢igg aux autres especes extérieures. Paterson
parle alors de systeme spécifique de reconnaisgarice partenaire sexuel ou SMRS. Il crée
le concept de I'espece par reconnaissance en oigpoavec le concept de Mayr qu’il nomme

le concept de I'espéce par isolement. Pour Patdé8b),« Une espece est un ensemble
d’'individus qui peuvent potentiellement se reconndie comme partenaire et qui
partagent un systeme de reproduction commun ,»c'est-a-dire qu’'une espéce est un

ensemble d’individus qui utilisent le méme SMRS.
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Espéce et Spéciation

Les individus d’'une méme espéce sont soumis aanme $election stabilisatrice et partagent
des caractéres, morphologiques et génétiques, quitiannent leur cohésion au sein du
groupe. La reconnaissance entre deux partenaireselse potentiels est une réponse
spécifique d’'un des partenaires a un signal progait I'autre. Cette définition rejoint

fortement celle des phéromones et de leur moddiofacces notions seront développées par
la suite. Pour Paterson (1985), la divergence diRSMe pourrait étre que le résultat d’'un
isolement géographique. La spéciation est un efifgirévu résultant de I'adaptation des
parametres du SMRS a un nouvel habitat ou un nouvesle de vie. Paterson voit donc les

especes comme une conséquence accidentelle d’'ahgiéw adaptative.

Les deux concepts décrits précédemment sont desi@nsi d'un méme concept, qui est
'espece. L’espéce biologique de Dobzhansky et dgrhprivilégie les relations ou plutot
'absence de relation entre les espéces, alordequencept de reconnaissance de Paterson
privilégie les facteurs de cohésion a l'intériecungt espeéce. Comme nous l'avons signalé
précédemment, ces deux concepts accordent une phkajeure a la reproduction et
notamment a l'interfécondité comme critére de €esp On peut probablement aujourd'hui
non plus les opposer, mais les considérer comme& dpproches complémentaires, qui
permettent d'aborder la question de la spéciatiorast des angles sensiblement différents en
privilégiant soit I'étude des facteurs de cohéssmit celle des barrieres limitant les flux de

genes.

La reconnaissance du partenaire sexuel chez laddgipres se réalise en plusieurs étapes et
fait intervenir I'écologie et la biologie des indius. La phéromone sexuelle produite par la
femelle déclenche un comportement d’attraction dlende la méme espece, qui se traduit
par un vol orienté vers la femelle. Arrivé a proiémle male peut engager un comportement
de cour, qui aboutit a 'accouplement et a la potidn d’'une nouvelle génération viable et
féconde.

La communication chimique chez les Lépidopteres wstmode de reconnaissance du
partenaire sexuel, d’ou l'intérét de I'approcheRbgerson et du concept de SMRS dans cette
étude. Nous nous sommes donc concentrés sur cegtspependant, I'intérét conceptuel et
pratigue de l'approche de Paterson et du SMRS, ptudier la reproduction chez les
Lépidopteres, n'interdit pas de raisonner ausgerne d'isolement reproducteur si les especes

étudiées permettent d'évaluer cet isolement.
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Les caractéristiques de chaque SMRS dépendenthdsolie phylogénétique du groupe
auquel appartient l'insecte, de la complexité et laestabilité de I'habitat (biotique et
abiotique) dans lequel vivent les individus, de léegré de mobilité, des systemes sensoriels
mis en ceuvre et des modalités de fonctionnementede&-ci. Au sein d’'une espece de
Lépidoptere, si un des constituants du SMRS estiffdathez certains individus, la notion
méme de SMRS commun a l'ensemble des individusedpekce peut disparaitre. Cette
modification dans la reconnaissance conduira aifi@renciation de deux SMRS. Par
référence avec la définition du concept de recasaaice de Paterson, ceci signifiera que I'on

se retrouvera face a deux especes.
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Espéce et Spéciation

ll. Les trois principales théories de la spéciation

En écologie, la spéciation est le phénomene évalhtutissant a la formation d’'une nouvelle
espéece par différenciation d’'une population d’indils au sein d’une espece mere dans un

écosysteme.

Pour décrire les différents modeles de spéciatiiis@s couramment en biologie, nous
pouvons prendre en considération soit la naturendEsanismes impliqués dans la formation
de l'espéce, soit le statut géographigue des ptpotaque I'on observe (Losos et Glor,
2003). Dans un premier temps, nous allons rappgieiques définitions qui vont nous servir

a décrire les modéles de spéciation.

Selon leur aire de distribution, on distingue geidypes de populations (Figure 1) et cette

structuration agit sur le mode de spéciation :

les populations sordympatriqueslorsqu’elles occupent la méme aire de distribytion
- les populations sorallopatriques lorsque les aires de distribution sont différentes

- les populations sontparapatriques si leurs aires de distribution se recouvrent

partiellement,

- la population espéripatrique lorsqu’une population est en périphérie d'uneautr

Les théories de la spéciation sont résumeées datablieau 1 et sont développées ensuite a

partir du livre Speciation (Coyne et Orr, 2004).
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Populations parapatriques

\g&@ Individu de la population 1

QL
7l s Individu de la population 2

Population péripatrique

Figure 1 : Schéma représentatif des alternativesilples de structuration des populations.

Dénomination

Modalités

Géographique ou vicariante

SPECIATION ALLOPATRIQUE

Péripatrique, par effet fondateur

SPECIATION SYMPATRIQUE

Perturbation de la sélection sexuelle

Perturbation de la sélection naturelle

SPECIATION PARAPATRIQUE

Modele par gradient

Modéle en « Tlots »

Tableau 1 : Les trois concepts majeurs de la sj@ciat leurs différentes modalités.
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Espéce et Spéciation

1. La spéciation allopatrique

Ce processus de spéciation est le plus connu et astepté par le plus grand nombre de
personnes. La spéciation allopatriqgue comprend dewodalités : une spéciation dite
géographique ou vicariante et une spéciatiorpéripatrique, encore appelé@ar effet

fondateur.

La spéciation allopatrique vicariante ou la vicariance fait intervenir une étape de
séparation physigue suite a I'apparition d’'une ibegr géographique ou climatique assez
importante pour que le flux génique soit stoppé&ectees deux populations ainsi formées
(formation de montagne, glaciation, drift contirntchangement climatique). Les deux
populations séparées doivent étre de taille égeitalafin d’avoir une composition génétique
et un nombre d’individus proches. Les fréquencegtigues de chaque caractére peuvent se
maintenir entre les deux populations. La différation entre ces deux populations se fera
uniquement sous l'action de différences écologiquegnvironnementales (adaptation a un
nouvel hote, a des conditions de températuresreliffés...), qui imposeront différentes
formes de sélection et différentes mutations an dei génome de chaque population. La
dérive génétique interviendra aussi dans la diffiéegion de ces deux populations

nouvellement formées.

La divergence entre les deux populations peut &lle qu’elle engendre un isolement

reproducteur lors d’'une éventuelle remise en comtaces populations. Lors de la disparition

de la barriere qui séparait ces deux populatiorsx ccas peuvent étre envisagés : soit la
divergence entre les deux populations est asseariame pour qu’elles ne se croisent plus,
les deux populations sont alors devenues deux espacpart entiére; soit les deux

populations sont encore interfécondes et s’Thomagénié

Pendant longtemps, seule cette situation a étédgyas comme le moteur de la spéciation et
de nombreux exemples sont venus renforcer I'appananiversalité du processus. Nous ne
citerons ici qu'une seule étude portant sur desidofjteres réalisée par Hall et Harvey
(2002). Dans cet article, une corrélation entr@hglogénie et la biogéographie est établie
pour 19 especes du grou@baris cleonugCramer) (Lepidoptera : Riodinidae) d’Amérique

du sud. A lintérieur de ce groupe, se distingudas espéces soeurs, parapatrigues ou
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allopatriques. Les séparations entre ces popukationrespondent aux rivieres, qui peuvent
étre d'importantes barrieres géographiques poupapilons. Les auteurs concluent en disant
gue seul le modeéle de spéciation allopatrique @oée peut expliquer I'isolation et donc la

formation de ces espéces. Les espéeces ont divargdéstocene, au méme moment ou se
sont formées les montagnes et les rivieres en Ani@zb y a bien une congruence entre les

données génétiques et géographiques en faveur sfidogation allopatrique vicariante.

La spéciation allopatrique péripatrique n’est différente de la spéciation allopatrique
vicariante que par le fait qu'une des deux popoifetiimpliguées dans la spéciation est
beaucoup plus petite. De ce fait, la spéciationppéique implique I'invasion d’'un nouvel
habitat par un petit nombre d’individus, ce quiraitera une forte sélection et un goulot
d’étranglement. La dérive génétique doit étre ingisortante dans la petite population ainsi
mise a l'écart et jouera un rble dans la spéciatian différenciation avec la population
initiale va donc s’accentuer du fait de cette d&rgénétique. Le cas le plus probable de
spéciation allopatrique péripatrique est celuialedlonisation d’un habitat isolé, une fle par
exemple, par un petit nombre d’individus (de unG®)1 c’'est ce que I'on appelle I'effet
fondateur (Templeton, 1979). La spéciation périga& peut aussi étre due a une barriere
géographique. Un exemple de spéciation péripatrieste celui deDrosophila santomea
Lachaise et Harry. Cette espece endémique dess fdi@titude de I'lle de Sao Tomé est
absente dans les zones cultivées de basse altibudé€pn trouve une autre espece de
drosophile Drosophila yakubaurla. Les travaux de Lachaiseal. (2000) et de Carioat al.
(2001) ont confirmé Il'appartenance @k santomeaau sous-groupenelanogasteret au
complexeyakuba D. santomearésulterait d'une spéciation péripatrique inselair partir

d’'une population ancestrale continentaleDderakuba

Jusqu’a la fin des années 1980, la grande majdet® évolutionnistes considéraient la
spéciation allopatrique comme le seul modele regahm spéciation (Mallet, 2001). Si la
spéciation n'est pas complete lors de la séparaiopatrique, il peut exister des zones
d'hybridation aux lieux de contact secondaire dasxcespeces. L’hybridation est définie par
le croisement entre deux populations d’individusé@guement distinguables pouvant donner
lieu a des hybrides viables. Cette hybridationyraseul individu dit migrant par génération
est considérée comme suffisante pour annulerférdifciation de deux populations.
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Seulement, Malleet al. (2007) remettent en cause I'importance de lis@etireproducteur

dans la spéciation. lls considerent que la regiriaiu flux génique reste fondamentale, mais
gue l'observation d’hybrides avant et apres la spi@n indique que l'isolement reproducteur
complet n'est pas indispensable a la spéciation.eRample, 29% des papillons du genre

Heliconius(Lepidoptera: Nymphalidae) appartenant a des espdifférentes s’hybrident.

2. La spéciation sympatrique

C’est la théorie de la spéciation la plus contreger L'idée de la spéciation sympatrique
apparait pour la premiere fois dans les écrits aevid (1859). Les individus, qui ont divergé
le plus fortement, peuvent étre plus adaptés awsara une compeétition entre les individus
d’'une méme population (sélection naturelle). Cettmpétition peut étre par exemple pour la
ressource en nourriture : les individus les pluapéés a sa recherche ou a son assimilation

seront préservés. Le mode de la spéciation sympatdoit faire face a deux problémes.

Le premier probleme est I'antagonisme existanteelatisélection différentielle, qui permet la
séparation d’'une population en deux groupes, aele@mbinaisons, qui sont continuellement
présentes s'il y a panmixie et qui empéchent laraisplace de I'isolement reproducteur. Les
théoriciens de la spéciation sympatrique résolh@mtprobléme en avancant les points
suivants. i) Soit il existe un lien fort entre les géenes sibemés en réponse a des pressions
de sélection différentielle et les génes impliqdésas l'isolement reproducteur. La sélection
sur un de ces génes entrainera inévitablementéleetion sur de nombreux genes en relation
avec l'isolement et la mise en place d’un isolenmreptoducteur.ii) Soit I'évolution dans le
choix du partenaire sexuel agit sur la diminuti@s decombinaisons. Ces deux phénomenes,
gui peuvent se produirent en méme temps, permettentéduction de la recombinaison entre

les individus d’une méme espéce.

Le deuxieme probléme est la coexistence. La sp@ciaympatrique implique que les deux
populations, qui ont développé assez de différeécebgiques pour étre considérées comme
deux espeéces, coexistent avant et apres la spéci®bur que la spéciation sympatrique
puisse avoir lieu, il faut donc que la capacitéoaxister ainsi que I'isolement reproducteur

évoluent simultanément.
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La spéciation écologique est le plus souvent due golement écologique (voir paragraphe
suivant), a partir du moment ou il a une sélectidfférentielle pour des habitats ou micro

habitats différents dans une méme aire géographique

La premiere théorie de spéciation sympatrique esparturbation de la sélection sexuelle

qui peut se faire de deux maniéres. Dans la plufgaimodeles, il se produit une évolution de
deux groupes de femelles dans une méme popul@lmaque groupe de femelles va préférer
les males qui possedent des caractéres différasgsadtres males de la population. Le
deuxieme processus possible (Higashial, 1999) est le développement d’'un groupe de
males dont les caractéres varient significativentsd autres, associé a des femelles qui

varient dans leur préférence pour ces nouveauxtenes.

La deuxieme théorie de la spéciation sympatriquel@gperturbation de la sélection
naturelle. Dans un premier cas, il se produit une adaptdboale de certains individus,
males et femelles, a des niches ou des habitaisyp@rs a I'intérieur méme de 'habitat de
'espece initiale, ce qui est le cas par exempiegiwune ressource nouvelle est introduite
dans un biotope donné. Les individus concernésedobidiverger génétiquement dans leur
préférence pour ce nouvel habitat, en ce qui coecarla fois le choix de nourriture, le lieu
d’oviposition et le lieu de rencontre des partezmsexuels.

Dans un deuxieme cas, on parle du « modéle de uressa@ontinue », c'est-a-dire une
utilisation par deux groupes sympatriques appanteada méme population de deux sortes
différentes de ressources présentes au méme erfdeoserait le cas des poissons Cichlidés
des lacs d’Afrique de I'Est : les especes sympaésgne montrent pas de fortes différences de
milieu de vie et sont écologiquement identiquesif sa1 niveau nutritionnel. Le type de
nourriture est trés varié chez ces poissons. Leeces ont donc pu diverger grace a
I'utilisation de deux types de ressources. Au adldda spécialisation trophique, il existe une
spécialisation liée au comportement reproductewircgmprend les parades, les colorations
sexuelles et spécifiques, les comportements taaito et parentaux. On réunit ainsi toutes les
conditions favorables a une spéciation sympatriquesque se créent des barrieres de
reproduction (Kornfield et Smith, 2000).
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3. La spéciation parapatrique

La spéciation parapatrique est a mi-chemin entrgpkiation allopatrique et la spéciation
sympatrique. Elle implique un isolement reproducttre deux populations, qui ne sont pas
totalement isolées géographiquement, mais possad®mtzone de contact étroite. Les
migrations entre populations sont cependant limif@sque ces populations se développent
dans des conditions environnementales différergeadient climatique par exemple). La

sélection naturelle a donc un réle important dansiode de spéciation.

Le modéle par gradient ou « clinal model »envisage une espéece unique distribuée
graduellement dans un environnement variable,decfld’une montagne par exemple. Les
sous-populations s’adaptent alors a leur habitatl Janéme si cette adaptation est retardée ou
entravée par les flux de génes continus entredpslations qui restent adjacentes le long du
gradient. La premiére étape d'une telle spéciatieh donc I'accumulation de différences

géneétiques le long du gradient géographique. Cemend faut I'extinction des populations

intermédiaires pour créer deux especes distin@esassiste a un isolement génétique des
populations et la spéciation résulte de l'isolentreproducteur entre les deux populations

extrémes.

Le modele en lot ou « stepping-stone modelest fondé sur le méme principe que le modele
par gradient, sauf que, au départ, les populatierla méme espece sont discrétes, c'est-a-dire
disposées en ilots contigus a l'intérieur méme'aleelde répartition de I'espece initiale. Les
flux génétiques dans cette mosaique de populas®msstreignent et les populations distantes

peuvent accumuler assez de différences pour degesiespéces différentes.
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4. L’isolement écologique

Une autre notion importante développée par Coyrigre(2004) estisolement écologique

qui peut étre réalisé par un changement d’héte é¢ielawthorne, 2002 ; Emelian@t al,
2001, 2003). L'isolement écologigue peut agir axdeiveaux : pré-zygotiqgue et post-
zygotique. L’isolement écologique pré-zygotique épipe I'accouplement ou la fécondation
interspécifique. Les especes qui occupent une nemeegéographique peuvent ne pas se
croiser si elles vivent dans des habitats distirfetar le niveau post-zygotique, il faut que les
hybrides créés soient incapables de se reprodaire lés conditions de vie des deux parents.
L’hybridation est possible, mais donnera des imligi qui ne survivront pas ou ne pourront

pas se reproduire, du fait de leur statut interaiéeli

Dans les études de Emeliarstval. (1995, 2001 et 2003), les individus Aeiraphera diniana
Guenée (Lepidoptera : Tortricidae) sont associsux plantes-hotes différentes, le méléze et
le pin. lls emploient le terme de « races d’hoteAucun hybride n’est trouvé dans la nature
alors que ces deux races vivent en sympatrie. Xahgle peut étre considéré comme une
spéciation écologique sympatrique. C’est le casiqamur d’autres Lépidoptéres (Pelozueto
al., 2004). La spéciation écologique peut étre duautes facteurs que la spécialisation a un
habitat. L’isolement éthologique ou mécanique oisolement temporel (période de

reproduction) peuvent jouer un role.

5. Conclusion

D’aprés Paterson (1985), le plus important dangledes sur les especes et la spéciation ne
semble pas étre de savoir si telle ou telle pojmraést une espéce, mais d'étudier les
mécanismes de reconnaissance du partenaire saxystmnettent de maintenir la cohésion
entre les individus. La modification d’'un de cesgmaetres engendrerait une rupture dans le

SMRS, qui pourrait mener a une spéciation.

L’approche de I'écologie chimique des populatiostsnotamment de la reproduction gérée
par les phéromones sexuelles peut tirer un bénéfiedytique dans le concept de I'espece
selon Paterson, en mettant 'accent sur une étodepléte du systeme qui maintient la

spécificité de la rencontre des sexes et donc dRSM
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Deuxieme partie: Geénéralites sur le
systeme spécifique de reconnaissance du
partenaire sexuel chez les Lepidopteres
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Les difféerentes barrieres a la reproduction cheZ_Epidopteres se situent sur deux niveaux :

pré-zygotique et/ou post-zygotique (Figure 2).

* Phéromone
C
sexuelle femelle o
*
tlzfr:e?rzﬂ * Comportement P
P d’attraction U * Non-viabilité * N iabilité
. ha oif des hybrides on-VIaoire
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pré-zygotique post-zygotique

Figure 2 : Les différentes mécanismes d’isolemedtep post-zygotique chez les Lépidopteres.

Les barrieres pré-zygotiques peuvent étre de plisigpes chez les Lépidopteres :

- écologiques, lorsque les habitats divergent oul quia un partitionnement des
ressources essentielles a la survie des espéecémriiere écologique peut étre due a
une spécialisation d’habitat comme I'adaptation Be uplante-héte chez les
phytophages (Schluter, 2001 ; Pelozuwatlal, 2004 ; Via, 2001) ;

- phénologiques ou physiologiques, c’est le cas lesigs périodes de reproduction
entre deux especes sont différentes (Ftrat, 1983 et 1984);

- chimiques, lorsque le choix du partenaire se faita@e de composés chimiques
comme la phéromone sexuelle femelle qui attire &enfShorey, 1964 : Gaston et
Shorey, 1965 ; Farinet al, 1981) ;

- comportementales, lorsque le choix du partenairéosde sur les comportements
d’attraction et de cour (Bircht al, 1989) ;

- morphologiques, lorsque les organes de reprodugiiéaentent une incompatibilité

structurelle empéchant I'accouplement et le trahslies gametes (Mingt al, 2007).
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Les barrieres post-zygotiques agissent en diminlzamaleur sélective des hybrides (survie
moindre ou réduction de la fécondité). Elles somt deux types selon gu’elles sont
dépendantes de I'environnement : barriéres posttiyges extrinséques, ou non : barriéres

post-zygotiques intrinseques (Coyne et Orr, 2004).

Les barrieres post-zygotiques extrinséques peugtrt définies pari une non-viabilité
écologique, lorsque les hybrides ne sont pas aslaptén ou l'autre des milieux de vie des
deux parents ouiifj par une stérilité comportementale, lorsque lelridgs présentent des
comportements intermédiaires entre leurs deux pgrantamment pour le comportement de
cour, et ne peuvent donc pas étre acceptés paamenpire sexuel issus d'une des deux

populations ou espéces parentes.

Les barrieres post-zygotiques intrinseques regmupencipalement la non-viabilité des
hybrides et la stérilité des hybrides. Cette stérppeut étre due a une cause physiologique,
I'appareil reproducteur est défectueux et les ligwine peuvent pas se reproduire ; ou une
cause comportementale, les hybrides souffrent dafaut physiologique ou neurologique qui

les empéche d’effectuer par exemple un comportedenbur correct.

Si les barrieres post-zygotiques sont fortes etlgsieleux populations qui ont divergé sont
remises en contact, il se met en place des presdmisélection qui favorisent I’homogamie,

c'est-a-dire les accouplements entre des indivipluisont un certain degré de ressemblance
morphologique et/ou génotypique. Ce phénomene pedmefavoriser les accouplements

entre les individus qui ont divergé de la méme m@&net diminue la formation des hybrides.

Ce phénomene est appelédaforcement (Lukhtanovet al, 2005).

Dans ce chapitre, nous allons aborder difféerentaped du SMRS chez les Lépidopteres
Noctuidae : la période et le lieu de reproductidem, phéromone sexuelle femelle, le
comportement d’attraction du male, le comportemdat cour, I'accouplement et les

mécanismes post-zygotiques.
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|. La période et le lieu de reproduction

Dans un premier temps, les individus potentiellemmeproducteurs doivent avoir une aire de
répartition commune lorsque toutes les conditionarda reproduction sont réunies. Les
partenaires sexuels doivent étre en condition dgayrie aussi bien dans I'espace que dans le
temps. Dans les études de phylogéographie, deunlgigms sympatriques sont présentes
dans la méme aire géographique. En écologie comperttale, la notion de sympatrie est
plus affinée et plus poussée, puisque les indivightentiellement interféconds doivent se
trouver au méme endroit, mais aussi au méme mop@rdant la reproduction : ils doivent

avoir la méme période de reproduction.

La notion de temps est tres importante et pernetitgr la formation d’'un hybride entre deux
especes qui vivent au méme endroit. Chaque especeépidopteres a une période de
reproduction précise au niveau saisonnier. L'éehigimporelle peut étre encore plus ajustée
au point de jouer un role a I'intérieur méme d’yogrnée. Certains Lépidopteres voient leur
période de reproduction restreinte a certaineseseuguelques heures de la scotophase par
exemple.

Chez les Lépidoptéres, la période de reproductsbriéfinie par la période pendant laquelle
les femelles émettent la phéromone sexuelle, qagiasur le comportement des males. On
dit que la femelle est en période d’appel. Pendatie période, la femelle fait sortir la glande
a phéromone située a I'extrémité de I'abdomen @andtson abdomen et, chez certaines
especes, on observe une extension des ailes daiaruhorizontal ou au-dessus de I'axe du
corps. Certaines espéces vibrent des ailes poer aida diffusion de la phéromone. Ce
comportement d’appel chez les femelles de Lépideptearie peu d'une espéce a l'autre.
Pendant cette période, les males, qui patrouilenvent dans les zones de reproduction, ont
un comportement dit de recherche, caractérisé paolanémotaxique, c'est-a-dire contre le
vent, en larges zigzags afin de pouvoir croiseflwnde phéromone dans I'air qui les entoure
(Ono, 1985 ; Sower et Daterman, 1985).
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La période de reproduction au niveau du nycthérastda méme chez les males et chez les
femelles. En dehors de ce moment bien défini ghnera chaque espéce, les individus males
ne peuvent pas répondre a I'’émission de phéronamelle par un comportement d’approche

(Shorey et Gaston, 1965). Les femelles ne produEEnde phéromone sexuelle en dehors de

la période d’appel (Witzgall et Frérot, 1989).

Méme si la séparation temporelle entre les diffia®especes est potentiellement importante,
les études sont peu abondantes sur ce sujet (Shbaty1968). Pourtant, la fenétre d’appel
des femelles d’'une espece peut se déplacer et diggemombreux aspects biotiques et
abiotiques. L’initiation de ce comportement peuteétun facteur essentiel dans la
reconnaissance des partenaires sexuels et donc I'daement reproducteur d’especes
géographiquement sympatriques. L'appel des feme#es en fonction de I'espece, mais est
aussi contrélé par des facteurs a la fois abiosiguempérature, photopériode et luminosite,
et biotiques : age, nutrition, femelle vierge oudiédée (Cardét al.,1974 ; Baker et Cardé,
1979). La réponse des males varie aussi selorace=ufs (Linret al, 1988)

Schaeferet al. (1999) ont étudié le cas deymantria fumida Butler (Lepidoptera :
Lymantriidae) qui vit, dans certaines parties dpoda en sympatrie spatiale avec une autre
espece du méme genreymantria monachd.inné. Les captures des males dans des pieges
phéromonaux ont montré que les périodes de reptiodude ces deux especes étaient
différentes. Les males de fumidaet L. monachasont capturés respectivement de 21h00 a
minuit et de 2h00 a 4h00. Il n'y a pas d’attract@nisée possible entre ces deux espéeces et
cela suffit a empécher la rencontre de partenaiegsiels autres que congénéres et donc au

maintien de la cohésion des deux especes.

Les différences de période d’appel peuvent aussarsgontrer au sein de la méme espéce. Ce
phénomeéne a été montré par Pashdewl. (1992) chezSpodoptera frugiperda-E Smith
(Lepidoptera : Noctuidae). La population associée naais se reproduit exclusivement
pendant les deux premier tiers de la nuit, aloes lgupopulation associée au riz se reproduit

pendant le dernier tiers.
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Un autre exemple intéressant a été décrit par bal&assowet al. en 1999 chez plusieurs
espéces du genr&podoptera (Lepidoptera: Noctuidae). Méme s'il existe un dég
chevauchement, la période d'appel des femelleSmimloptera descoinsialanne-Cassou et
Silvain est significativement plus précoce dansilgt que celle deSpodoptera latifascia
Walker et deSpodoptera cosmoide&/alker. S. descoinset S. cosmoidesivant au méme
endroit, le décalage dans la période d’'appel estngi®l pour le maintien de la spécificité de
la reconnaissance des partenaires sexuels.

S. latifasciaet S. cosmoidesnt une période d’appel commune, mais elles dogadriques et
ne peuvent donc pas se rencontrer pendant lewdeédie reproduction. Cependant, en cas de
changement d’aire géographique, méme s'il est pebable, la rencontre sera alors possible.
Ceci nous amene au deuxieme cas de sympatrieympagrie géographique et le lieu de

reproduction des individus.

Le lieu de reproduction est tres important puidqpermet la rencontre des partenaires sexuels
au moment de la reproduction. Chez les Lépidoptghgsophages, la plante peut jouer un
réle prépondérant, en particulier pour les espdoes les partenaires sexuels se retrouvent et
se reproduisent a proximité de leur plante-hotel éke données bibliographiques montrent
une action de la plante-hote sur le comportemeiattrection des males ou sur le
comportement d’appel des femelles. Cependant, lsokynthése de la phéromone émise par
la femelle n’est pas liée a la chimie de la pldmite, cette derniére peut directement influer
sur la production et la libération de la phéromeeruelle. Un composeé volatile libéré par les
feuilles de mais augmente la production de phérenpar les femelles de 20 a 30 fois et
augmente le nombre de femelles en appel (Retiad, 1992).

Au travers d'un travail sur des races d’hétes Zediniana (Lepidoptera : Tortricidae),
Emelianovet al. (2001 et 2003) décrivent que I'augmentation du porement d’appel des
femelles est en relation avec la plante-hote. tdation des males est accentuée si la femelle
appelle sur sa propre plante-héte. Les males owtatee a trouver plus facilement leurs
congéneéres femelles si elles appellent sur leutt@ladte et il existerait une synergie entre la
phéromone des femelles et les composés volatilgdatie, ce qui a été démontré au niveau

des récepteurs olfactifs par Ochiezteal. (2002).
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Chez Earias vittella Fabricius (Lepidoptera : Noctuidae), le début gelpest avancé et le
nombre de femelles en appel augmente en préserlaeptinte-h6te (Tamhankar, 1994). Ce
phénoméne permet d’ajuster la période de reprautueti la rencontre des partenaires sexuels
avec la présence d’'une ressource alimentaire éséepour la future larve. Chez la teigne du
poireau, Acrolepiopsis assectell&eller (Lepidoptera : Acrolepiidae), la productiate
phéromone par la femelle et la réceptivité du nadbet phéromone sont directement stimulés

par la présence de la plante-hote, le poireau OTijd978).

Certaines espéces de ravageurs pourraient ne gaosgpler sur leur plante-héte. Pour de
nombreuses especes dont les especes du Basseolaétudiées dans ce manuscrit, nous ne
connaissons ni le lieu de rencontre des partens@esels, ni les biotopes dans lesquels ils se
reproduisent. Nous pouvons nous demander si lemgeavs, qui sont passés d’'une plante
sauvage a une plante cultivée, ne continuent gasr@produire sur leur plante-héte d’origine.
PourB. fusca la plante-hote d’origine est hypothétiquemenddegho et nous procéderons a
des expérimentations en tunnel de vol pour obsd'eféet de la présence d’'une plante sur le

comportement reproducteur.
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ll. La phéromone sexuelle femelle

On estime le nombre de Lépidopteres a plus de @B80eBpéeces décrites dans le monde.
Cependant de nombreuses espéces utilisent les méongsosés pour la rencontre des
partenaires sexuels. Comme l'indique la premiefmitién du terme phéromone par Karlson

et LUscher (1959), ce n'est pas la phéromone skexterhelle qui est spécifique, mais la

réponse gqu’elle provoque. Le site Internet The &bese \ww.pherobase.cojnrépertorie

377 composés pour 1572 espéces de Lépidopteresrmestdécrites. La majorité de ces
composeés sont des chaines hydrocarbonée, de 1@atkdhes, avec une fonction aldéhyde,
alcool ou acétate pour les plus courantes et unelosieurs (rarement plus de trois)
insaturations (Byers, 2005). La diversité des casgpautilisés par les Lépidoptéres nocturnes
est faible, mais les phéromones varient par ldéréiices de ratio entre les composés et par la

variabilité des isomeres possibles : ainsi le ne@nalar mélanges possibles reste immense.

Chez les Lépidoptéres femelles, les phéromoneseiegisont biosynthétisées « de novo » a
partir d’acide gras. Elles sont émises par unedglasituée a l'extrémité de I'abdomen
pendant la période d’appel. Les organes de I'afacthez les insectes sont les antennes qui
portent des sensilles olfactives, véritables flt@ molécules. Le seuil de détection est
inférieur au nanogramme (Baker, 1985 ; Badteal, 1998).

Les phéromones sexuelles sont constituées d’'umbasge précis de composés de structures
chimiques différentes. Les males sont tres serssibla fois au ratio de ces composeés et a la
guantité totale du mélange phéromonal ; I'ensemblestituant la signature chimique d’'une
espéece donnée. Ce schéma général est plus ou stidhsuivant les espéces et les males de
certaines especes peuvent tolérer des variationeslparametres. Cette tolérance constitue la
fenétre de réponse du male. Cette fenétre refef@dsticité olfactive du male et est tres
variable d’'une espéce a l'autre et méme d'un imddiva l'autre. La concentration en
phéromone (aspect quantitatif du mélange) mod#iedmportement du male. Une trop forte
concentration annihile la fin du comportement eétarle vol orienté vers la femelle. On parle
alors d’un «arrestment» : le male atterrit avant d’atteindre la souregptiéromone. Une trop

faible concentration n'attire pas le male (Bakeal, 1981).
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Les ratios respectifs des différents constituamtspéct qualitatif du mélange) sont des
éléments clés du comportement sexuel a longue wtecdistances. Dans les années 1970,
Cardéet al. (1975) et Bakert al. (1976) avaient émis I'hypothese suivante : le pitod

majoritaire est attractif a longue distance etnf@soritaires sont attractifs a courte distance.
Seulement, les travaux de Baker et Linn (1984)ien let Roelofs (1989) ont démontré que
cette théorie était inexacte. Toutes les phasesaiportement sont dépendantes d’un
mélange bien précis et l'intégralité du mélangengstessaire pour que Il'attraction du méale

par la femelle aboutisse.

La structure chimique des phéromones de Lépidopteeait étre corrélée avec la position
systématigue (Roelofs, 1979 ; Descoins et frér@9) Les différences qualitatives ou
guantitatives de composition des phéromones adsuvan contribuent a Iisolement
reproducteur entre des especes proches sur Ipipdogéenétique. Nous ne savons pas grand-
chose sur le polymorphisme (voir I'encadré de dédins) phéromonal au sein d'une
population ou d’'une espéece (Witzgall et Frérot, 9&xception faite des cas de variabilité
(Pelozueloet al, 2004). Par exemple, dans le ger8podoptera la composition de la
phéromone sexuelle femelle est variable a lintérid’une espéce et le coefficient de
variation du ratio des composés phéromonaux pé&ihdte 26% che3. latifascia(Lalanne-
Cassotet al, 1999).

Polymorphisme différence entre les individus d’'une méme pofoitaou d’'une méme espécy.

Variation/ variabilité : différence entre les populations au sein d’'uéene espéece

Des 1975, il a été démontré qu’il pouvait existar sein d’'une méme espece des races
phéromonales (Klun, 1975). Des travaux menés ssifdedeuses (Baltensweiler et Priesner,
1988 ; Fosteet al. 1991) et sur des Noctuelles (Frérot et Fosterl 1%®elozuelat al, 2004)
démontrent que le polymorphisme phéromonal audaime méme espéce n’est pas rare chez
les Lépidopteres et qu'’il conduit dans la plupast d¢as a un isolement reproducteur total
entre les races phéromonales, que I'on pourraisidérer alors comme des especes a part

entiere.

Selon les études de Frérot et Foster (1991), lalptpn deGraphania mutangWalker)
(Lepidoptera : Noctuidae) provenant de Aucklanddproune phéromone composée de deux
alcools et de deux acétates. La population provedanLincoln ajoute un aldéhyde au
mélange phéromonal précédent. Que ce soit en tdenadl ou dans les pieges phéromonaux,
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les méales d&s. mutansde la population d’Auckland ne sont pas attirés lpaphéromone

sexuelle femelle de l'autre population. Un seul posé ajouté au mélange phéromonal
provoque l'arrét du comportement d’attraction dedles. Cette composition phéromonale
permet donc d’établir un systéeme de reconnaissaatieulier pour une population, voire une
espece. Cette modification du SMRS provoque l'absede reconnaissance entre les

individus de ces deux populations, pourtant idgrf comme appartenant a la méme espece.

L’existence du polymorphisme phéromonal des indisidlans une espéce peut étre aussi
associée a une spécialisation a des plantes-hift&®tes, phénomene qui pose la question
de la notion de race d’h6te voire de la spéciasigmpatrique (Emelianogt al, 2001, 2003 ;
Pelozuelcet al, 2004).Ostrinia nubilalis (Hibner) (Lepidoptera : Crambidae) est divisée en
deux sous populations, appelées aussi races d’hbisgu’elles sont associées a des plantes-
hotes différentes, produisant une phéromone conepase mémes produits Z11-14:Ac : E11-
14:Ac, mais dans des ratios opposés : 97 : 3 popyrale associée au mais (race Z) et 1 : 99
pour la pyrale associée a I'armoise et au houhlace(E) (Bethenodt al, 2005 ; Pelozuelo

et al, 2004). Les hybrides n’existent pas dans la nataéme si ces insectes se reproduisent
au méme endroit, sur des plantes herbacées enrbatda champs sans rapport avec leurs
plantes-hétes respectives. En laboratoire et eatgn confinée, I'hybridation est possible et
les hybrides sont viables et fertiles. Les malestéeune des races d’hotes dans la nature font

bien la distinction entre leurs partenaires sergakspectives.

Les races phéromonales pourraient constituer lmipre étape d'un processus d’isolement
reproducteur qui, associé a des divergences éqoiegi conduirait a I'apparition de nouvelles
especes (Dres et Mallet, 2002). Les races d’haias dailleurs reconnues par ces auteurs
comme des sortes d’especes, dont les individusngeha environ un migrant par génération,
ce qui suffit a les considérer comme interféconédesion comme des taxons totalement
différenciés. Il est essentiel de connaitre ce @ete phénoméne dans le cadre du
développement d’'une lutte éthologique efficace, mplipeut se mettre en place que si I'on
connait le lieu de rencontre des partenaires sexual pose de pieges phéromonaux ou la
mise en place de méthodes de lutte par la confisg@ruelle doivent tenir compte du lieu ou
se trouveront les insectes pendant la période geodaction. Il faut donc absolument

connaitre les plantes-hotes et leur action sug#inisation des populations.
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lll. Le comportement d’attraction du male et le compuoeet de cour

Le méle, attiré par la femelle de son espéce gadkbémission d’une phéromone sexuelle,
initie un comportement d’approche particulier, ghoutit a un comportement de cour plus ou
moins sophistiqué, mais spécifique. L'ensemble @&s événements comportementaux

conduit, s’ils sont réalisés correctement, a I'agdement.

1. Le comportement d’attraction du male

A l'origine de la connaissance des phéromones HBesuiemelles et de leur utilité dans
l'attraction des males, nous pouvons citer I'exgpére de Fabre en 1911. Des femelles de
Lépidopteres étaient gardées encagees, tandisegumales de la méme espéce étaient lachés
a des distances variables de la cage allant jusgjn@ kilométres. Les mémes males se
retrouvaient quelques instants plus tard autoudadeage. Fabre pense a une substance
odorante émise par les femelles et qui attire lakesn « Mais de la femelle de Bombyx ou du
Grand Paon, que se dégage-t-il matériellement ? Rapres notre odorat. Et ce rien, lorsque
les males accourent, devrait saturer de ses mekcuh orbe immense, de quelques

kilomeétres de rayon ! » (Souvenirs Entomologiques).

Apres la définition de la phéromone par KarlsorLigcher (1959), les premiéres études au
laboratoire sur le comportement d’attraction duerdiez les Lépidoptéres par la phéromone
sexuelle de la femelle ont été réalisées par Shdr@§4) et reprises par Kennedy (1983) et
Baker (1990). Le tunnel de vol (Figure 6) est utilqarivilégié des études sur I'orientation
d’un insecte volant vers sa source phéromonalediBakLinn, 1984 ; Kennedy, 1986). Dans
le tunnel de vol, le male effectue des phases t@aniculieres, qui sont décrites ci-aprés.
Lorsque le méle percoit une odeur phéromonale gecibnnait comme étant conspécifique, la
premiere phase comportementale est I'activatiomealae male réchauffe ses muscles alaires
par des mouvements pour pouvoir décoller. Cetigadmin est accompagnée de mouvements
et de nettoyage des antennes. Ce comportemenitegirété pour aider a la perception de
'odeur. Ensuite, il décolle et peut effectuer eeedon appelle un kock-On», ou en terme
de navigation « faire I'azimut », c'est a dire lodile en marche arriére face au flux d'air pour
y localiser parfaitement la source d’émission dpHaromone. Dans le tunnel de vol, le flux

d’air est laminaire et la structure du panache adoest dite en filament. Le long de ce
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filament d’odeurs phéromonales, la diffusion n’pas réguliere mais en bouffées (David,
1983 ; Murliset al, 2000). Le méle remonte ce flux d’air en effectuam vol orienté contre
le flux (upwind fligh), qui comprend des zigzags de plus en plus ptécig|u’il arrive a

proximité de la source de phéromone (Baker, 1990).

Dans la nature, les comportements du male peuvend#éférents. Les males présentent un
comportement de recherche et patrouillent en eféedttun vol en larges zigzagsasting
flight) dans les milieux ou la femelle peut appeler dutarpériode de reproduction, cela
jusqu’a croiser un flux de phéromone amené parld.\vDans des conditions naturelles, un
male de Lépidoptére peut perdre la piste phéromdoas d’'un changement de direction ou
de force du vent. Il pourra localiser de nouveae pinéromone a l'aide de ces larges zigzags
(Baker et Haynes, 1987). Lorsque gu’ils perdensitgal phéromonal en plein champ, les
males adaptent la direction de leur vol par rappdibrientation du vent et ils ont méme le
réflexe de repartir en arriére pour essayer dditmrade nouveau la phéromone femelle. Le
déplacement du male est de type chimio-anémotaxXBicer et Haynes, 1987).

2. Le comportement de cour

Le comportement de cour est la derniere étape sig¢rsg de reconnaissance du partenaire
sexuel et le garant d’une reconnaissance et d’'eougpdement intraspécifique, si on inclut

dans I'accouplement la compatibilité mécaniquepieses génitales.

Le comportement de cour chez les Lépidoptéresrest ariable entre les especes, sans
relation avec la systématiquéhez les Lépidopteres, le comportement pré-copudatte la
femelle est trés souvent réduit au comportememtpdhadécrit précédemment. La production
de phéromone induit I'attraction chez le male. Quéia rejointe, le male initie une parade
nuptiale qui fait intervenir des comportements ipaliers et parfois I'émission d’'une

phéromone sexuelle male que I'on appelle abusivemaphrodisiaque ».
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De nombreux exemples de comportement de cour értéstrits dans la littérature. Les males
engagent avec les femelles un véritable dialoguienighe. Ce comportement semble
intervenir dans la sélection sexuelle en jouantdlm appréciable dans le choix de la femelle a
courte distanc€Birch et al, 1989 ; Jacquiet al, 1991).Cette phéromone permet a la femelle
de vérifier que le méle est bien de son espéce gtlité du signal chimique du méle peut
étre le reflet de sa valeur sélectiiiitngsg. En effet, les produits intervenant dans la
composition chimique de la phéromone méle sonsig®s souvent d’éléments prélevés dans
la nature lors de lalimentation larvaire. Les casgs produits par les males sont
chimiquement tres divers (Blum, 1987), ainsi que #ructures spécialisées dans leur
production (Birch et Hefetz, 1987). Une femelle pefiuser un male sur la base de la qualité
de I'émission des phéromones par les méles (Jaetjain 1991).

Chez d'autres especes de Lépidopteres, le compemtede cour est réduit a de simples
tentatives d’accouplement sans production de ph@gmemmale. C’est le cas poGesamia
nonagrioides(Lefebvre) (Lepidoptera : Noctuidae), chez quiriéle attiré par la phéromone
sexuelle femelle, atterrit pres de la femelle esmbissant des ailes puis effectue directement

des tentatives d’accouplement (Babilis et Mazomgh©3?2).
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V. L’accouplement et la fécondation

Une fois le méle accepté par la femelle, 'accooget a lieu en position téte-béche chez les
Lépidopteres. Cette étape n’est possible que spilses génitales ou génitalias des deux
partenaires sont compatibles. La morphologie desegi génitales varie selon les especes et
sont, chez les Lépidoptéres, un critere d'iderdifan du fait de leur spécificité.
L’incompatibilité des pieces génitales se tradd#ns un premier cas, par le non accrochage
du male et de la femelle et, dans un deuxiemepzasle non décrochage des insectes apres
'accouplement. Dans le premier cas, 'accouplenesttimpossible. Dans le deuxiéme cas,

les insectes mourront sans se détacher et donssaaproduire (Mongt al, 1997).

Chez certaines especes de Lépidopteres ou lesgéndales sont peu différenciées, il peut y
avoir des différences et un réle du tractus géfgtalelle ou des organes d’intromission males
(Callahan et Chapin, 1960).

Lorsque le male et la femelle sont correctemenbwués, la fécondation a lieu. Le male
transfert a la femelle un spermatophore dans legaet contenus les spermatozoides. Le
spermatophore est contenu dans la spermathéquk est $tocké jusqu’a la fécondation.
Apres la fécondation, on retrouve dans la spernqahées spermatophores en partie digérés.

Si la femelle ne recoit pas assez de spermatozgiolasféconder tous les ceufs, elle peut
s’accoupler de nouveau. Chez certaines especesneatezPlodia interpunctellaHibner
1815) (Lepidoptera : Pyralidae), la femelle peuwcsbupler plusieurs fois, méme si elle
posséde déja assez de sperme (Cook, 1999), epaeeciplusieurs raisons possibles. Elle
pourraient avoir besoin d’'une quantité additiormelké spermatozoides afin soit de minimiser
les colts liés a un stockage de sperme a long tdem&tockage du sperme entraine une
diminution de la fertilité de la femelle ; soit davoriser la diversité génétique de leur
progéniture ; soit d'augmenter leur potentiel rejucteur par le biais des ressources nutritives

contenues dans I'éjaculat méale en plus des sperwidis (Cook, 1999).
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Ce comportement polyandre (plusieurs accouplemectgyr la femelle est associé au
processus de sélection ou aampétition spermatique Ce processus défavorise la sélection
des males, puisqu’ils s'accouplent et transfereat sperme sans pour autant engendrer une
descendance. Ce phénoméne provoque la mise en pkacstratégies reproductives
particulieres par les males, comme le fait d’engatles changements comportementaux chez
la femelle qu'ils fécondent.

La présence d'un spermatophore inhibe le comporiemi@ppel pendant une période dite
réfractaire dont la durée varie avec la taille garsyatophore (Torres-Villat al, 1997). La
femelle, qui ne peut pas s’accoupler a nouvealiserta les spermatozoides d’'un seul male
pour féconder ses ceufs. La période réfractairewtent liée a 'inhibition de la production

de phéromone, phénoméne appelé phéromonostaster(A®93).

La taille du spermatophore délivré a la femelletparier considérablement, comme chez
Choristoneura fumiferangClemens) (Lepidoptera : Tortricidae) (Delisle Hardy, 1997),
suivant la masse corporelle du male, la qualiteadeurriture gu’il a consommé pendant son
développement larvaire, I'age a la premiere copraie nombre d’accouplements effectués
précédemment ou encore le temps écoulé depuis reiedeaccouplement. Chez les
Lépidopteres, il existe deux types de spermatoaaitks eupyrénes, spermatozoides typiques
nucléés qui servent a la fécondation ; et les ay@geanucléés et plus petits, généralement
libres et trés mobiles. Les apyrenes pourraiergrjon role dans la compétition spermatique,
soit en éliminant les spermatozoides eupyréneg, e3viretardant la possibilité de re-
accouplement de la femelle. La qualité des planfiees peut influencer sur la qualité et la
guantité des deux types de spermatozoides (Gafmokt 1994).
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V. Les mécanismes d’isolement post-zygotiques intgnesé

hY

Suite a la fécondation, sont mis en place plusiearécanismes provoquant une
incompatibilité post-zygotique : apres la formatam 'ceuf. Les mécanismes post-zygotiques
intrinseques (sans relation avec I'environnemeat)vpnt étre le résultat d’'une infection par

la bactérieNolbachiaou d'une incompatibilité des génomes male et fiemel

1. La bactérieWolbachia

La bactérieolbachiaentre en jeu dans les mécanismes de sélectiorzpgstique et est un
des symbiotes les plus répandus dans le monde larf@etde bactérie infecte le cytoplasme
des invertébreés, essentiellement des arthropodinetdes insectes. Les données qui suivent

sont tirées d’'une revue par Chasail. (2003).

La transmission des bactéries du gewfelbachiaest essentiellement verticale : elles sont
transmises par la mere aux descendants par l'iétiaine du cytoplasme des zygotes. Les
mécanismes d’action sont nombreux et varient sédmn especes infectées. L'infection
bactérienne peut féminiser les méles ou tuer ldes@ donc changer le sex-ratio, provoquer
une stérilité femelle ou bien encore entrainer ttesbles de la fécondation avec le
phénomene d’incompatibilité cytoplasmique. En rendzertains croisements stériles et en
limitant ainsi le brassage génétique de ses hdtedactérie Wolbachia participe aux
phénomenes d’isolement post-zygotique et donc dpéaiation.

Chez certains Lépidopteres, la bactéielbachiatue les males issus de femelles infectées.
Ce processus est bénéfique pour la bactérie pekgui’est transmise que par les femelles,
mais est souvent désavantageux pour les hétesfebeslles résultantes peuvent devenir
parthénogénétique (reproduction sans fécondatom)processus est lemale killing » et a

éte recemment découvert chez des Lépidoptereslé@tahal, 2005 ; Sasalat al, 2005).

Les maéles infectés par la bactéNeolbachia se féminisent, la bactérie empéchant la
formation des organes génitaux males. Malgré uryotgpe male, les individus se
développent comme des femelles. C’estéminisation, qui existe chez les Lépidoptéres

(Kageyameet al, 2002).
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L’ incompatibilité cytoplasmique a lieu lorsque des males infectés par la bactotachia

se reproduisent avec des femelles non infectéesi tas deux sexes sont infectés par des
souches de bactéries différentes (Saskal, 2005). La formation de l'ceuf est alors
impossible et il n'y a pas de descendance. Parreotd zygote est viable si les deux

protagonistes, male et femelle, sont infectés@ardme souche de bactérie.

2. L’'incompatibilité des génomes

Les mécanismes provoquant l'incompatibilité des ogées male et femelle apres la

fécondation ne sont pas encore trés bien connuedla de Haldane (1922) est la tendance a
la stérilité ou la non-viabilité des hybrides, atBnt préférentiellement le sexe

hétérogamétique, c'est-a-dire celui qui porte dehromosomes sexuels différents (les
femelles WZ chez les Lépidopteres).

La régle de Haldane est observée dans l'étude gigindiet al. (2001) sur différentes

populations géographiquesHgliconius melpomenkinné (Lepidoptera : Nymphalidae). La

progéniture femelle, provenant du croisement emrenéle de la population de Guinée et une
femelle de Panama, est stérile alors que les nsalasfertiles. La méme stérilité femelle est
observée lors du croisement entre les populatienSuinée et de Colombie. Les croisements
en retour ont permis de démontrer que cette $&nist due a une interaction entre le
chromosome Z de la population de Guinée et lessantes (chromosomes non sexuels) du

génome des individus de Panama.

46



SMRS
VI. Les mécanismes d’isolement post-zygotiques exijunss

Les mécanismes d’isolement post-zygotiques peldteataussi extrinséques, c'est-a-dire dus

aux conditions environnementales.

1. La non-viabilité écologique

La non-viabilité écologique vient du fait que I'mdbe, provenant du croisement de deux
individus vivant dans deux milieux de vie différgnbhe peut pas survivre dans I'un ou l'autre
des milieux de vie des parents, a cause de sonoppénintermédiaire. Par exemple, les
phénotypes intermédiaires exploitent les ressouatiggentaires moins efficacement que les
phénotypes extrémes des deux parents (Schlutefl,).200e isolation post-zygotique peut
aussi avoir lieu lorsque les hybrides sont moifisafes dans la capture des proies, ou parce
gue leur systeme de défense intermédiaire laisskylerides plus sensibles a la prédation ou

au parasitisme.

Deux races sympatriques de pucerons sont fortesétialisées sur deux plantes-hotes
différentes et sont isolées reproductivement pabiaés. La survie des hybrides entre ces
races a été testée sur les deux hoétes. Dans l@scdsu les hybrides ont une survie bien
moindre par rapport aux deux parents. Cette séleétologique contre les hybrides dans les
environnements parentaux est bien un cas d’isolereproducteur post-zygotique entre deux

races spécialisées (Ve al, 2000).
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2. La stérilité comportementale

La stérilité comportementale est observée lorsgege tomportements reproducteurs
intermédiaires des hybrides les empéchent de trauveou une partenaire sexuel(le). Cette
stérilité comportementale intervient beaucoup d&tape du comportement de cour.

Un exemple de la diminution de la valeur sélecties hybrides est celui des croisements
entre les deux especes de Lépidoptéresnelpomenet Heliconius cydndoubleday, qui
ont réecemment divergé (Jiggies al, 2001). Le patron de couleur des ailes est esdenta
survie par mimétisme et a la reconnaissance speéeiftle ces deux espéces. Les hybrides,
méme s’ils sont rares dans la nature, présentepiatron de couleur intermédiaire entre les
deux parents et donc un patron alaire non mimétigeer survie et leur descendance ne sont
pas assurées. Dans ce cas, les deux phénomerefis de non-viabilité écologique et de

stérilité comportementale, ont lieu.

VII. Conclusion

Nous avons vu ici une liste non exhaustive des memb mécanismes permettant la
reconnaissance speécifique entre les partenairaselsexhez les Lépidoptéres et donc des
dispositifs mis en jeu lors de la reproduction. @é&rentes étapes seront reprises dans ce
manuscrit pour étudier les especes du gBusseola Cette démarche est indispensable a la
compréhension de la biologie de la reproductiorz aes Lépidopteres et de la structuration
des populations dans I'espeBefusca Ce Lépidoptére étant un ravageur des culturesstil
essentiel de connaitre sa biologie avant de powmiisager un systeme de surveillance
efficace. L'intérét de I'étude comparée des espeadesgenreBusseolarepose sur la
compréhension des mécanismes permettant leur raissance spécifique sur deux
niveaux taxonomiques : a la fois entre des popnatau sein de I'espee fuscaet entre des

especes dans le gerBasseola
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Les insectes étudiés

Les travaux que nous allons présenter ici portentreis especes de Lépidoptéres appartenant

au genraBusseola

. Busseoldusca

Busseola fuscdFuller 1901) appartient au sous-ordre des Hetemaneau sous-ordre des
Macrolepidoptera, a la superfamille des Noctuoideks famille des Noctuidae et a la sous-

famille des Amphipyrinae.

Dans toute I'Afrique sub-Saharienne (Figure B), fuscaest devenu un des principaux
ravageurs des cultures de maieq mayd.inné 1753) et de sorgh&¢rghum bicoloMoench
1794). Les pertes occasionnées varient de 20 asgl8a I'importance de l'infestation, d’ou
le fort impact économique dans des pays en vo@gdeloppement et ou I'agriculture joue un

réle économique majeHaile et Hofsvang, 2002

Figure 3 : Carte d’Afrique, le tracé blanc représdi\frique Sub-Saharienne.

Le papillon (photo) présente une envergure de B et les deux sexes sont semblables.
Seule, la différence au niveau des antennes, lidses les femelles et bipectinées chez le
male, peuvent les différencier. La chenille eseromlacé, terne, avec une téte roussatre et

des points bruns sur les flancs (photo).
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B. fuscaméale adulte Chenille au stade 3Ridusca

Des différences écologiques ont été observées desrepopulations géographiques de
B. fusca La population Est-africaine est abondante surtamis les zones tempérées de haute
altitude (1500 a 2000 metres environ), alors qupdpulation Ouest-africaine est présente
dans les régions chaudes de moyenne et bassdaltitdérieure a 1000 métres) (Ndenwth
al., 2001).

Le cycle de développement (Figure 4) a été étuuzB. fuscapar Ratnadasst al. (2001) et
Calatayudet al.(2007). De I'ceuf a l'adulte, le développement demgiron soixante jours,
mais cette durée varie beaucoup selon les conditaimatiques (humidité, température,
pression atmosphérique). Le nombre d'ceufs pondre feaucoup, de 100 a 800 ceufs par
femelle (Rensburgt al, 1997). lls sont déposés entre la feuille etda fhar groupe de 30 a
100 ceufs par femelle. Les ceufs éclosent envirorsemaine apres la ponte. Apres I'éclosion
des ceufs, la durée des six stades larvaires estidia 30 jours. Les premiers stades larvaires
se nourrissent a la surface des feuilles et cé auesu 8Mstade larvaire (15-20 jours) que les
larves pénétrent dans les tiges. Les chenilleséselabpent a l'intérieur des tiges, presque
exclusivement sur les graminées cultivées (LeeRial, 2006). Aprés environ six stades
larvaires, les chenilles se nymphosent dans la tige adultes émergent environ dix jours
apres la nymphose, pour vivre une dizaine de jparglant lesquels ils s’alimentent peu ou
pas et se reproduisent. La majorité des adultesgenpendant les trois premieres heures de la
nuit (Calatayucet al, 2007).

Les males peuvent s’accoupler plusieurs fois avepaurcentage de fécondation des ceufs
équivalent a chaque fois. Lors de la copulatiom&e ne transfere qu’un seul spermatophore
et ne peut copuler gu'une seule fois par nuit. Resirfemelles, un seul spermatophore est
suffisant pour fertiliser tous les oeufs. La polgae, si elle existe, n’est ni obligatoire, ni

nécessaire pour la reproductiongl€usca(Unnithan et Paye, 1990).
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Les durées des cycles de développement sont difé&rsuivant les conditions géographiques

et donc climatiques. Au Keny®. fuscapasse par une phase de diapause au dernier stade
larvaire dans la région de Nairobi (Kenya Est),srsn développement est continu pres de
Kakamega (Kenya Ouest). La diapauseBdéuscaest liée aux conditions climatiques, et en
particulier a 'humidité (Ratnadass al, 2001).

Au Kenya, des piégeages ont permis de détermindrexiste trois périodes d’infestation
pour B. fuscadans la région de KitaléCritchley et al, 1997).D’aprés Calatayudet al.
(Comm. Pers.)B. fuscavole en mars-avriet novembre-décembre autour de Nairobi et toute

'année dans la région de Kakamega.

En Afrique de I'Ouest, Ratnadassal. (2001) décrivent jusqu’a 7.4 générations par am po
desB. fuscaen élevage. Les chenilles dans la nature (Maliveet présenter une période de
diapause au sixieme stade larvaire, lorsque I'hitiénast faible en période seche (avril-mai).
La sortie de diapause, juste avant la nymphosarashiit pendant la saison des pluies (juillet-

octobre). La diapause peut durer trois a quatres.moi
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Figure 4 : Cycle de développementRigsseola fuscdes durées de chaque étape sont en vert.
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ll. BusseolgphaiaetBusseolasegeta

BusseolgphaiaBowden 1956 eBusseolasegetaBowden 1956 appartiennent au méme genre
gueB. fuscaet ont été décrites comme deux espéeces distinstesstades adulte et chenille,
les individus sont tres semblables morphologiquémka chenille présente des bandes
longitudinales alternativement claires et sombtekgace dorsale, alors que la chenilleBde

fuscan'a pas de bandes.

B. segetanale adulte B. phaiamale adulte Chenille au stade L1 de
(photo B. Le R0) (photo B. Le R0) B. segetdphoto B. Le R)

La question se pose de savoirBsi phaia et B. segetasont des especes distinctes ou des
populations écologiquement différenciées d'une méspece. Les études menées en Afrique
(Calatayud, Comm. Pers.) suggérent @uephaiaet B. segetasont deux especes dont la

répartition géographique est distincte et qui seelbppent sur des plantes-hétes différentes.
D’autres auteurs (Le Rl et Moyal, Comm. Pers.)amg pas convaincus du statut d’espece de

B. segetatB. phaiaet envisage la possibilité que ce soient deux-sspsces.

B. segetaest présente a I'Est de la vallée du Rift (Figbyeet 95% des insectes ont été
récoltés suPanicum deustunthunb. Les insectes étudiés au laboratoire progende la

région de « Race Course », au sud-est de Nairobesy une zone de forét claire ombrophile
d’altitude. Certains individus dB. segetgproviennent de Gigiri situé a 6 Km au Nord du

« Race course » et sont considérés comme provdadatméme région que les précédents.

B. phaiaest présente a I'Ouest de la vallée du Rift, egadda et en Tanzanie (Figure 5) et
90% des insectes ont été recoltés Remnisetum purpureurBhumacher 1827. Les insectes
étudiés au laboratoire proviennent de deux régibifiérentes : Kisii, une savane au sud du
lac Victoria et Kakamega, une forét tropicale husm@u nord du lac Victoria. D’autres

insectes provenant de Tanzanie (Ordoto) ou d’Ougéikdrere) ont été utilisés.
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Dans leurs aires de répartition respectives, lexs éspéced3. segetaet B. phaiacohabitent
avecB. fusca méme si elles ne partagent pas la méme planeeBo6fuscaest inféodée de
maniére relativement stricte aux cultures de sorgihde mais, tandis que les deux autres

especes se développent sur des plantes sauvages.

HEL‘{{_L‘_.HJ__J_ A \“‘M—a..____‘_,-‘".-- " -
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4 Kerere //
Kisii_ 4 Nairobi \
HH.""\-.\_H// l-O \‘__
L Race course
H“"‘m
g O S
& f Ordot0~.,
i e ’ e
-------- vallée du Rift
TANZANIE
- Forét tropicale humide| BusseolgphaiaKakamega Pennisetum purpureum
Savane BusseolghaiaKisii Pennisetum purpureum
Forét claire ombrophile BusseolassegetaRace course Panicum deustum

Figure 5 : Carte du Kenya (Google Earth) indiguastlocalités de préléevements dssegetaet des
B. phaia leur situation géographique, I'écologie du lie@athantillonnage et la plante-héte sur
laguelle les chenilles ont été prélevées.

Les données de prélévements larvaires dans laenatuKenya ont permis de déterminer que
B. segetaest présente en février-mars et octobre-novembRace course d8. phaia est
présente toute I'année a Kakamega (Calatayud RtiL€omm. Pers.).

Dans les mémes conditions d’élevage, le cycle deldgpement d8. segetaet B. phaiaest

le méme que pouB. fusca Enfin, il n'y a pas de diapause connue @usegeteet B. phaia
(Calatayud et Le Ri, Comm. Pers.). En ce qui corcéa reproduction, aucune donnée

n’existe dans la littérature pour les deux esp&ceegetatB. phaia
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lll. Réception et conditionnement des insectes

L’élevage de masse d& fuscaest effectué au laboratoire de I'ICIPE (InternaéibCentre of
Insect Physiology and Ecology) a Nairobi au Keng&t élevage est renouvelé par des
apports d’insectes de la nature trois fois partanantenu en permanence. Certains individus
sauvages dB. fuscaproviennent de prélévements sélectionnés danedaiés particulieres

du Kenya comme Mombasa, Mont-Kenya et MachakoEkst bu Kisumu et Kitale a I'Ouest

de la vallée du Rift.

Les insectes des espe@ssegetatB. phaiasont prélevés dans la nature au stade de chenille

et élevés sur milieu artificiel au laboratoire IEIRIsqu’au stade de la chrysalide.

Les insectes sont recus au stade chrysalide atalaive de I'INRA. Elles sont placées dans
des beurriers rectangulaires clos en polystyrémgatr(27x12x8) sur de la vermiculite
humidifiée et maintenues dans les conditions st@smnusqu'a I'émergence : 25°C,
photopériode inversée 12L : 12D, humidité 85+10%s lsexes sont séparés au stade de la
chrysalide. La photopériode inversée nous permétudier le comportement des insectes
dans la journée.

A I'émergence, les males destinés aux études cdempentales sont placés individuellement
dans des enceintes grillagées (d2cm, longueur 6gun)serviront lors des expériences de
comportement en tunnel de vol. Plusieurs encesdas maintenues ensembles dans une boite
hermétiguement fermée pour que les males restdfd, rdest a dire gu’ils n‘ont aucun
contact avec la phéromone sexuelle femelle avanekpérimentations. Les femelles sont
placées individuellement dans de petites boitepadystyréne cristal avec un coton humide.
Ces boites transparentes, placées dans des chambrgshotopériode inversée nous
permettent d’observer facilement les comportematdsia femelle, et en particulier le

comportement d’appel.

Les insectes des trois especes sont parfois recissade de chenille, notamment lorsqu’il

s’agit d’individus prélevés dans la nature. Ladie leur développement s’effectue alors au
laboratoire INRA sur milieu artificiel a base deim@ableau 2) dans des boites cylindriques
(8x@11) en polystyréne cristal munis de couverolegerts par un grillage trés fin. Ces boites

sont maintenues dans mémes conditions que lesatioigs.
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Produit Quantité
Fraction A Agar 126 g
Eau distillée 4041 mi
Eau distillée 4041 ml
Poudre de haricot rouge 884 g
Poudre de feuille de mais 254 g
Levure de biére 227 ¢
Fraction B Sucrose 354 g
Vitamine E 219
Acide ascorbique 25¢
Acide sorbique 14 g
Methyl p-hydroxy benzoatg 20 g
Formadehyde 40% 20 g

Tableau 2 : Description des produits composantilieumartificiel utilisé pour I'élevage de masse du
laboratoire ICIPE et pour I'élevage au laboratd®RA. La fraction B est ajouté a la fraction A
lorsque I'agar est dissout.

Dans les conditions du laboratoire INRA, la magdes chrysalides envoyées émergent aprés
une dizaine de jours. Le développement des cheniltese plus de problemes. Le taux de
nymphose est faible, bien que nous nous soyon®gldans les mémes conditions qu’au
laboratoire ICIPE. Nous avons aussi entrepris deaem@ bien un élevage d& fuscaau
laboratoire INRA. La mortalité des chenilles dags premiers stades larvaires est importante.
La durée de la vie larvaire est doublée par rapptiélevage au laboratoire ICIPE, s’étendant
sur presque deux mois. Peu d'individus se nymphostepeu émergent. |l semble gu'’ils se
mettent en diapause au stade de nymphe, contraiteamee qui est observé dans la nature.
Nous avons essaye plusieurs conditions pour levelidpause ou réduire la durée du stade
larvaire (augmentation ou diminution de températeted’humidité, changement de la
composition du milieu), sans résultats. Ces diffées au niveau de I'élevage pourraient étre
dues a la différence de pression atmosphériqueapaort au laboratoire ICIPE. L’élevage au
laboratoire INRA ne pouvant pas fournir assez dirliis pour les expériences, le laboratoire
ICIPE a continué a nous envoyer des insectes g¥gutient dans le cas dBs fusca Les
envois deB. segetat deB. phaiaétaient plus aléatoires car liés aux récoltesestarrain.
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Quatrieme partie : Variabilité des modalités
de reconnaissance du partenaire sexuel
chez difféerentes populations de l'espece
Busseola fusca
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Dans cette partie, nous allons étudier les diff@®nétapes du systeme spécifique de
reconnaissance du partenaire sexuel (SMRS) Bhézsca En dehors de la détermination de
la période d'activité des femelles (Calatayidal, 2007), rien n’était connu sur le SMRS de
B. fusca Ce SMRS peut varier au sein d’une espéece et pdansgucturation des populations
au niveau intraspécifique. Son étude est nécespame appréhender les liens entre les
individus et pour comprendre la répartition desysatons dans les différents compartiments
au niveau géographique d'une espece a large distnib De plus, nous essayerons de
corréler les éventuelles variations de ce SMRS tlaggéceB. fuscaavec la différenciation
de populations réalisée préalablement a l'aide dequeurs moléculaires (Sezonkm al,
2006 ; Dupagt al, résultats non publies).

D’un point de vue appliqué, I'étude de la phéromearuelle femelle et des comportements
d’attraction deB. fuscapourra aider a améliorer les conditions de suark de cet insecte

ravageur des cultures.

L’étude du SMRS cheB. fuscaest décrite dans différents chapitres dont |le exantest
brievement décrit ici :

« Dans un premier temps, nous présenterons la migeiatides conditions techniques
nécessaires a la description du comportement aitbn des males dB. fuscaen
tunnel de vol.

* Dans un deuxieme temps, nous décrirons le compertede cour d8. fuscadans les
conditions de laboratoire, sous la forme d'un &tigublié dans le#\nnales de la
Société Entomologique de Fran@eérotet al, 2006).

» Dans un troisieme temps, nous présenterons l'ifigation de la phéromone sexuelle
des femelles da. fusca sous la forme d'un article accepté avec des iohgs
mineures dandournal of Chemical Ecology

» Dans un gquatrieme temps, nous présenterons ungsarthl mode d’action des plantes
sur le comportement d’appel des femelles et swolaportement d’attraction des
males, sous la forme d'un article & soumettre.

» Dans une cinquieme partie, nous présenterons Egsas genétiques réalisées en vue
de déterminer un éventuel lien entre la structomagénétiqgue des populations Be

fuscaet la variabilité observée au niveau du SMRS datie espéce.
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Comportement d’attraction en tunnel de vol

I.  Mise au point technique et étude du comportemattrdction du
male deBusseola fuscan tunnel de vol

Le tunnel de vol permet d’étudier l'attraction aude distance d’insectes soumis a une
substance attractive, phéromone ou kairomone. Qi est trés performant pour étudier

I'attraction phéromonale chez les Lépidopteres @8ak990).

Le comportement sexuel ch& fuscan’a jamais fait I'objet d’'une description précidees
comportements, qui permettent la rencontre dessséxet intégralement partie du systeme de

reconnaissance du partenaire sexuel chez les Lgpi@s et nécessitent toute notre attention.

Nous avons donc mis au point les conditions expEntales qui permettent d’étudier une
attraction de type chimio-anémotaxique cBefzuscaen tunnel de vol et nous avons établi les
états et les événements qui permettent de casmtéla séquence du comportement
d’attraction du male par la phéromone femelle. at'ést un comportement qui a une durée
relativement importante contrairement a I'événentgntn’a pas de durée ou une durée tres
faible. Les évenements peuvent étre définis parfiggeience. La description de ces états et
événements nous a permis d’établir I'éthogrammeatnportement des males Befuscaet
nous a fourni une base pour étudier 'action dempmsés phéromonaux et pour définir
'ampleur de la fenétre de réponse des males. elabe de ces études est ensuite discuté en

terme de polymorphisme ou de plasticité de répdesanales.

1. Matériels et méthodes

Conditionnement des insecté®s males et les femelles utilisées sont agés @& Pours et
sont maintenues dans les conditions suivantes C,2photopériode inversée 12L:12D,
humidité 85+10%.

Les males (N=20) sont placés dans les enceintdagges (@2 cm, longueur 6¢cm) décrites
dans la partie consacrée a I'élevage et sont nmiateaifs. Ces enceintes sont introduites
dans le tunnel de vol avant les expériences poaifegimales s’habituent aux conditions de la

piece. Puis, pour les observations du comportemésd, enceintes sont disposées
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simultanément sur un support métallique a 12cmadgeir et a environ 120cm de la source
de phéromone.

Les femelles sont maintenues individuellement das$oites en polystyrene cristal (@ 8cm,
hauteur 6cm) et sont observées toutes les quinpetesi a partir du début de la période
d’appel. Une fois en appel, les femelles sonta#téds comme attractif dans le tunnel de vol.

Les heures d’expérimentation sont corrélées auxeBediappel des femelles, situées dans la
seconde partie d'une scotophase de 12h, c'esealdila 5eme a la 9éme heure apres le début

de la scotophase.

Description du tunnel de vdLe tunnel de vol utilisé (Figure 6) est un hénimmgte de 190cm

de long, 80cm de large et 45cm de haut. La zongvoluent les insectes fait 150cm de long.
Le courant d’'air en flux laminaire de 0.6m/s estégé par un ventilateur a une des extrémités
du tunnel. Un extracteur placé a l'autre extrénp@¥met d’éliminer le courant d'air a
'extérieur du batiment et d'éviter la pollution grlomonale du tunnel et de la piéce. La
température est maintenue a 23+2°C, I'humiditédes5 a 50%. Un éclairage en lumiére
rouge de faible intensité permet l'observation desectes sans les géner. Des spots
infrarouges permettent de filmer les comportemeets insectes par une caméra Hitachi KP
161 CDD noir et blanc placée au-dessus du tungaipée d’un objectif Nikkor 60mm 1:2,8

D. et reliée a un magnétoscope Panasonic AG-738$§.insectes ont besoin de nombreux
reperes au sol pour se diriger : ils sont représepar des bandes et des points jaunes posés
sur le fond noir du tunnel.

Lors de nos observations, nous utilisons le programdétude et danalyse du
comportement : The Observer 5.0 (Noldus, Wageningkea Netherlands, 2004) couplé a un
Psion Workabout ou a un enregistreur Archos AV500.

La durée de chaque étape a été enregistrée comperametre d’étude essentiel a 'analyse
des résultats de comportement. Aprés chaque erpérides antennes et les ailes des males
sont vérifiées et nous ne conservons que les méeshologiquement capables de voler et de

détecter la phéromone. Chaque expérience duramimaies.
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Ecran vidéo

Caméra
infrarouge
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Figure 6 : Schéma du tunnel de vol.

Source d'attraction.Les expérimentations sont effectuées avec la ph@Eme sexuelle
naturelle produite par la ou les glandes d’'unelasigurs femelles en appel (en général trois),
dont 'abdomen est pincé pour maintenir la glangigueée. Cette source phéromonale est
placée a une hauteur de 15 cm et a une distant20dem du point de lacher du méle.
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2. Résultats

La comparaison entre un vol stimulé par une énmsgiggromonale et un vol lié uniguement a
l'air circulant, sous la forme d'un flux laminaidans le tunnel de vol, nous a permis de

dégager les items comportementaux décrits ci-aptesepris dans I'éthogramme de la

Figure 7.

Temps de latence > Vol anémotaxiqu

v

Décollagt

'

Lock-On

v

Vol orienté avant le
demi-tunnel

A
Vol orienté apres le
demi-tunnel

A
Vol prés de la sour
l Atterrissag

L

Figure 7 : Ethogramme du comportement d’attractiormale testé avec la phéromone femelle dans le
tunnel de vol : les items comportementaux encaslygsles états et les autres sont les événements.

Temps moyen Variations
Temps de latence 51s. de0all6 s,
Temps de vol jusqu’au demi-tunnel 31s. de5a88s
Temps de vol jusqu’a la source 69 s. de 13 a 186 5.

Tableau 3 : Durées moyennes et variations du teempssecondes (s.) des différents items
comportementaux conduisant a la localisation dsolarce phéromonale chez les méales (N=20) de

Busseola fuscan tunnel de vol.
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Le temps de latence(état) est le temps qui s’écoule entre l'introduttdu male dans le
panache odorant et les premiéres réactions (wlorates ailes, mouvement des antennes)
jusqu'au décollage. Ldécollage(événement) se produit lorsque le male sort deage et

commence a voler dans le tunnel.

Le «lock-on » ou « faire I'azimut », lorsque le male vole earale arriére face au vent pour
repérer ou se situe la source de phéromone, esidéné comme un événement. el
anémotaxique (état) est un vol aléatoire dirigé dans le fluaid’ Le male occupe tout le

champs disponible du tunnel de vol.

Le vol orienté est le vol caractéristique des Lépidoptéres : &envole en direction de la
femelle en effectuant des zigzags dans le fluxgrhénal. La distance du vol en direction de
la source est noté et divisé en deux : le vol ¢éi@vant le demi-tunnel et le vol orienté apres
le demi-tunnel (états). Le vol prés de la sourdat@st un vol orienté a moins de cing
centimetres de la source phéromonale, qui peuerseirter par urcontact avec la source
(événement). Ce contact est suivi quelques foited&atives d’accouplement. L'atterrissage
sur la source est le comportement final et le plgaificatif. Il arrive parfois que le male se
pose n'importe ou dans le tunnel de vol. La sigatibn de cet événement est différente du

précédent. Toutefois, dans les deux cas, I'atterge met fin a I'expérimentation.

La latence est la phase de début de perceptiore aidaur par le méle. Pendant un temps de
latence moyen de 51 secondes (écart-type 40.2fale commence a vibrer des ailes de
facon a augmenter la température de ses musclessal®uelquefois, il se nettoie les
antennes. Le temps de latence est variable deazgresque deux minutes (tableau 3). La fin
de la latence est définie par le décollage.

Apres la période de latence, la séquence du coerpertit d’attraction d8. fuscaen tunnel

de vol est la suivante (Figure 8). Le male décdhé, un « lock-on », puis il vole dans le
panache phéromonal, contre le vamwind fligh) vers la femelle. Le zigzag lui fait alterner
la perte de la piste phéromonale et le retoum&éfieur de celle-ci. Ce vol est de type chimio-
anémotaxique. Ensuite, le méale effectue un vol plusnoins stationnaire a proximité de la
source phéromonale, atterrit ou touche la sourcephl#omone et parfois procede a des

tentatives d’accouplement.
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La durée moyenne du vol orienté avant le demi-tuastede 31 secondes et varie de 5 a 88
secondes. La durée moyenne du comportement dulaigechu contact avec la source
phéromonale est de 69 secondes et varie de 13 set8fdes (tableau 3).

Sens du flux cair

\/ R
N S
?

d’ou décolle le male

Vol orienté vers la source

Figure 8 : Schéma du vol orienté d’'un maleBdduscaen tunnel de vol en présence de la phéromone
sexuelle de femelles vierges en appeBdéusca La fleche indique le sens du flux d’air. Le LoOkr
(LO) est représenté par le trait noir en pointlide vol orienté par le trait plein.

Plus il se rapproche de la femelle, plus la comaéinh en molécules de phéromone devient
élevée et le vol précis. Quelquefois, le méle pendanache odorant et se dirige alors vers le
fond du tunnel ou il effectue un deuxiéeme «locksonLorsque les méales décollent
immédiatement, et donc sans avoir eu le temps eypar la phéromone, ils ont tendance a
remonter le vent (anémotaxie positive) en largegazis et finissent par croiser la piste
odorante. lIs effectuent alors un vol orienté conulei décrit précédemment.

Les tests avec la phéromone sexuelle femelle déorieena 85% de vols orientés avant le
demi-tunnel (N=17 males) et 80% de males vont jismgueontact avec la femelle (N=16
males). Seulement 15% des males sont négatifsfectEnt seulement un vol anémotaxique
(N=3 males). Nos observations montrent que certaidges ne répondent pas du tout et
restent dans la cage. Ce résultat est courantldarexpériences en tunnel de vol, sans que
I'on sache exactement pourquoi. De méme, certaédesrs'envolent, mais n'atteignent pas la
femelle. Leur envol est seulement une réponsewxudhir (vol anémotaxique). Nous avons
choisi de soumettre de nouveau ces males au telstn® décollent ou si leur vol reste un vol

anémotaxique, ces males ont été considérés congaéfaé
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3. Discussion et conclusion

Les males deB. fusca attirés par des femelles conspécifiques présentntmémes
spécificités comportementales, mais une grandebiéité individuelle en terme de durée des
items comportementaux. Cette variabilité n'estlgssau jour d’analyse (variations possibles
des conditions extérieures comme la pression atinéosjue), ni au lot de males utilisés lors
de la manipulation. Le comportement des maleBdéusca résumé dans I'éthogramme,
présente toutes les caractéristiques décrites geéudent chez les Lépidopteres (Baker et
Roelofs, 1981 ; Baker et Haynes, 1996).

Les males dd. fuscaeffectuent un vol en zigzag de plus en plus précimesure qu'ils se
rapprochent de la source phéromonale et que leeatration en composés augmente. Ce vol
est souvent suivi par de nombreuses tentativesalgdement, méme si la femelle est morte
dans le tunnel. Ces essais non concrétisés prombgaavent chez le male un atterrissage ou
un retour en arriere dans le flux de phéromonenetleuxiéme vol orienté. Les males Ble
fusca ont besoin de beaucoup d’espace pour effectuerdeentation dans le panache de
phéromone (Lock-On). Cette conclusion confirme ddservations antérieures sur le
comportement des noctuelles en tunnel de vol (Er&omm. Pers.). Toute étude sur cet
insecte nécessite un tunnel de vol ayant au mesdimensions du notre. L’intensité du flux
d'air et 'age du male sont des parametres imptstate la réponse a la stimulation
phéromonale. Dans ces conditions, 80% des malegenénén contact avec la source
phéromonale femelle. Ce taux est satisfaisant ret ges comme référence dans les autres

expérimentations de comportement en tunnel de vol.

Dans toutes les expériences en tunnel de vol, EBesmui ne répondent pas seront appelés
males négatifs. Sachant que nous avons conserlgrami les males physiquement capables
de voler, 'absence de réponse n'est pas due aabigme anatomique. Nous ne possedons
aucune information sur ces males. Diverses hypetham été émises pour expliquer
I'absence de réponse : les males n'ont pas ou pe@akpteurs aux composés phéromonaux
(malformations) ; leur sensibilité a la phéromongirainué a cause d’'un effet di a I'élevage
ou d’un manque de maturation sexuelle. Nous chevoBeultérieurement en développant une
approche de caractérisation génétigue a déternsinees males « négatifs » ne sont pas

particuliers voire différents des males « positifs
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Cette étude en tunnel de vol du comportement d@ton du male deB. fuscapar la

phéromone sexuelle de la femelle a été un prélineinindispensable a I'étude du
polymorphisme phéromonal femelle et du réle dddate-héte sur I'attraction du male.
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lI. Etude du comportement de cour

Le comportement de cour est une des composant&ViiRES chez les Lépidopteres. Il est
essentiel au bon déroulement de la reproductiqeet étre un des agents du maintien de la
spécificité de la rencontre des partenaires sexillet®nstitue souvent la derniere barriére
(sans compter les différences morphologiques aeanivdes piéces génitales) permettant

I'isolement reproducteur pré-zygotigue entre despeees.

Le comportement de cour d& fuscan’était pas connu. Son étude est indispensabke a |
compréhension des mécanismes qui conduisent aoliptement entre les individus et doit
nous permettre de statuer sur I'existence d'unergphéne sexuelle male. Ce point est
important, puisque les signaux chimiques émis p&r males de certaines especes de

Lépidopteres renforcent la spécificité de la re@ssance du partenaire sexuel.

Les phéromones sexuelles produites par les matesssnes de composés prélevés dans leur
milieu de vie lors de l'alimentation larvaire. Cphéromones sont un reflet de la valeur
adaptative de I'individu qui les émet (Biret al, 1989). Une phéromone méle de qualite,
possédant les ratios exacts de chaque composé&stnpant une quantité totale précise,
montrera que le male qui se présente est en b@mé st qu’il fera un bon reproducteur. Le
phéromones sexuelles méles jouent donc un roletessdans la sélection des males par les
femelles et donc dans le choix d'un partenaire skexapable de donner la meilleure

descendance possible (Jacqeiiral, 1991).

D'un point de vue appliqué, la compréhension descgssus comportementaux qui
conduisent le male vers la femelle peut servir adaception de pieges phéromonaux aux
formes adaptées a ce comportement. Nous avonsélodi@ et analysé le comportement de

cour deB. fusca qui n'avait jamais été décrit.
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Abstract. Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera: Noctuidae) is the most important African stem borer
damaging maize and sorghum. Chemical mediators play an essential rale in all life cycle of this moth,
especially for mating recognition and host plant choice. The female sex pheromone, courtship and
mating behaviour act on the reproductive isolation within insect populations. B. fusca courtship
behaviour was studied to decipher each step that could account as a process for reproductive
isolation. B. fusca males and females presented a very simple and fast courtship behaviour, without
any particular events or male pheromone emission.

Résumé. Comportement de cour du foreur de graminées africain : Busseola fusca (Fuller)
(Lepidoptera: Noctuidae) en conditions de laboratoire. Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera :
Noctuidae) est le plus important ravageur des cultures de mais et de sorgho en Afrique. L'écologie
chimique est essentielle pendant toute la vie de ces Lépidopteres nocturnes et intervient pour la
rencontre des partenaires sexuels et le choix de la plante hote. La phéromone sexuelle produite par
la femelle et le comportement précopulatoire sont des facteurs importants du maintien de l'isolement
reproducteur au sein des populations de cet insecte. Le comportement de cour de B. fusca a éte
étudié pour préciser chague événement comportemental, qui pourrait avoir un réle dans lisolement
reproducteur. Le comportement de cour s'avére étre trés simple et rapide, sans événement particulier
ni émission d'une phéromone male.

Keywords: Stem Borer, Busseola fusca, Noctuidae, Africa, mating and calling behaviour.

oth reproduction i.e. mate location, courtship

behaviour and copulation, mostly relies on the
use of chemical signals. Long range behaviour is steered
by the female produced sex pheromone perceived by the
male that flies upwind to where the female is standing
in calling posture. This scheme is, with few exceptions,
common in all moths from the more primitive to the
more evolved species. In conrrast, the characreristic
close range behaviour of courtship is very diverse
between species and even within the same genus, wich
no relation between complexity and evolutionary stage.
In some species, courting males release chemicals and
engage a chemical dialogue with the females, that seems
to be involved in sexual selection (Birch et 2/ 1989),
whereas some species exhibited a courtship behaviour
reduced to copulation attempts. Male produced scents
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are chemically very diverse (Blum 1987), as well as the
specialized scent structure (Birch & Heferz 1987).

The specific recognition system expressed between
males and females (SMRS) is constituted by a complex
set of adaptive traits and thus can be considered as an
essential element in the evolution of moth populations.
Specifications of each SMRS depend in part on the
phylogenetic history of each species and on complexity
and stability of the environment in which the insects
develop. In insects and especially moths, SMRS plays
a major role in reproductive isolation and speciation
processes. Thus, the chemically disturbed environment
produced by sympatric species and interspecific
competition has to be taken into account for
understand means implemented by our insect to realize
its reproductive isolation. Achievement of reproductive
isolation is linked to different processes such as the
chemistry of the blend, the difference in dial periodicity
of sexual behaviour and the possible adult sympatry.
At least, when two species share the same pheromone
blend and when they behave in sympatry with the same
timing in sexual activity, courtship behaviour is the last
protection against interspeciﬁc copulation.



Busseola  fusca  (Fuller 1901)  (Lepidoprera:
Noctuidae) is the most important stem borer species
damaging cultivated gramineae: sorghum (Sorghum
bicolor Moench 1794) and maize (Zea mays L. 1753)
in Africa (Ratnadass er @/ 2001). The larvae cause
yield losses ranging from region to region from
20% to 80%. B. fusca populations have moved from
native wild sorghum to cultivated cereal plants and
developed a preference for them (Le Rt ez al. in lir.). As
populations can be adapted to the local requirements
of the habicat, host plant selection by an insect might
partly be explained by the phylogeny as shown by
patterns among related species (Wyatt 1997).

The objective of this study was to describe
qualitatively and quantitatively pre-courtship and
courtship behaviour in B. fusca on cultivated host plants
under laboratory conditions. Such knowledge provides
information on the process involved in reproductive
isolation and also contributes to improve the trap
design adapted to the male landing behaviour.

Materials and Methods

Insect rearing

Pupae originated from the mass rearing unit of the International
Centre for Insect Physiology and Ecology (ICIPE-Nairobi-
Kenya). Individuals were sexed and each sex was kept in separate
close rectangular crystal polystyrene containers (27x12x8 em)
on vermiculite until emergence. Adults were collected daily
and males were housed together in boxes as described above.
Adult females were placed individually into a cylindrical
crystal polystyrene box (0 3x6 c¢m) until they were used for
experiments when two or three days old. Adults were kept
under the following conditions: 25 °C, 85210% R.H. with a
12:12-h light-dark-reversed photoperiod.
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Description and analysis of courtship behaviour

Female calling behaviour is necessary to induce male attraction.
The ovipositor of B. fusca, like in most moths, is protractible and
females initiate calling by extruding the ovipositor and cease
calling by retracting it slowly. In our study calling behaviour
was defined as 50% of the full ovipositor extension.

According to Calatayud et al. (in [ir.), the onset of female
calling behaviour is related to the diel periodicity and age. Thus
observations of the pre-courtship and courtship behaviours were
conducted during the five hours after the beginning of the 12h-
scotophase. Courtship behaviour was recorded by placing a two
to three day-old calling female on a maize plant in a mosquito-
net cubic cage (I m?). Two sides were made of Plexiglas and
the other two sides were covered by tulle. A wind fan allowed a
constant air flow to pass trough (fig. 1). This airflow set up was
necessary to avoid pheromone permeation and for the males to
succeed in locating the calling female. Once the female was in
calling posture, a male was carefully deposited on the bottom
of the cage, downwind from the female. Courtship behaviour
was tape recorded (Panasonic AG-7330) until copulation with
a Hitachi KP 161 CDD black and white camera equipped
with a Nikon objective AF Micro Nikkor 60 mm 1:2.8 D.
Each experiment lasted five minutes under 20-25 °C, 45-50%
R.H. and red light. The tapes were transcribed in video folders
on a computer and analysed with The Observer 5.0 software
(Noldus, Wageningen, The Netherlands, 2004) linked to a
Psion Workabout.

Results

Female pre-courtship behaviour

Most of the females started to call within the 5% hour
of the scotophase. The female remained motionless in
calling position. No wing fanning or abdomen puft
movements was observed. Females called on the maize
plant: 50% were observed on the stem, 35% on the

leat' and 15% under the leaf (fig. 2).

de light .

Exhaust fan

1m '
Air enters through
the tulle side sucked

! by the exhaust fan
m

Camera /
Maize plant

Video recorder

Figure 1

Experimental set up fO[ [l]f,' COLI[TShip bﬁ'h‘.lViOll[ Stley.

18 % of copulation

47 % of copulation

@ on the stem
on the leaf

35 % of copulation O under the leaf

Figure 2

Relation between calling female position and percentage of mating: the
pc‘l’cﬁ‘nt‘dg&'s on [llE' IJie [el)feSEllt tl]e diEefell[ fé‘ln;lle POSitiD[]S out Of E{H tllﬁ'
tested females. The percentages ourtside of the pie represent the percentage
Ofcoplllﬂtion out Of thﬁ' totﬂl Coplllﬂtion [E‘COl'dE'd.
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Male pre-courtship behaviour

With airflow, moths could sense the dimension and
the gradient of the pheromone plume and used this
information to steer a course to the source (Cardé &
Charlton 1984). Assoonasa B. fusca male encountereda
female pheromone plume, the first behaviour observed
were wing fanning, antennae rising up and moving up
and down. This step was considered as the activation
process before take-off. After taking-off, males flew
toward the female in a zigzaging upwind flight in the
pheromone plume. This step was clearly an oriented
displacement towards the female and lasted an average
of 13 seconds.

Courtship behaviour

The observation of 17 complete successful
behaviours led us to divide of the courtship behaviour
into three steps:

1. The landing. The male landed art different places:
either on the stem under the female or on the female
side or directly on the female;

2. 'The attempt to copulate. After landing the male
exhibited a wing fanning walk to reach the female and
displayed an eversion of the genitalia claspers bearing
hair-pencils. 'Then, the male bent the abdomen to
contact the extremity of the female abdomen, trying
to hold the female genitalia with the genitalia claspers
in copulation attempts;

3. Copulation: the male and female genitalia
joined and the male wing fanning ceased. The male
spun around 180° staying opposite the female
frontal orientation in a tail-to-tail posture typical in
Lepidoptera mating. When copulation was successtul,
male and female remained linked for ¢z three hours.

66% of experimented pairs (n = 26) copulated
and the courtship behaviour from the take-off to the
contact between male and female genitalia lasted an
average of 19.73 seconds (sem = 19,75). 46% of the
males landed on the plant underneath the female and
then walked while wing fanning to reach the female
side; 27% landed on the side near the female and
27% on the female (fig. 3). Landing underneath the
female leads to 48% copulation success whereas 28%
and 24% (P = 1.52) success rates were recorded for
landing on the female side or directly on the female
respectively. When the male landed on the female,
calling behaviour stopped and the male could not
again locate the female.

Observed unsuccessful copulations (n = 9) were
due to female rejection (n = 5), female escaping (n = 2)
or a cease of calling (n = 2).

Copulation percentages varied according to the site
of calling behaviour: 47% of mating occurred when
females called on the stem, 35% when on the leaf and
189% when under the leaf.
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Discussion

The Busseola fusca courtship behaviour is relatively
short and simple. The pheromone modulates the male
upwind flight to locate the female. Once the male
encounters the female pheromone plume, it usually
lands on the stem underneath the female. Despite the
fact that our results are not significant certainly due to
low number of experiments, it appears that landing on
the stem underneath the female is the mosrt efficient for
successful copulation and must be taken into account
for optimizing the design of the pheromone trap in a
way that the males can land underneath the pheromone
source and then walk up toward it. Sometimes, the
male lands brutally on the female which exhibits a
rejection motion and stops calling. Female rejection
remains the main reason for unsuccessful mating. In
most Lepidoptera, the mare choice is the decision of the
females (Zagarti & Castel 1987).

B. fusca males do not present a highly elaborated
mating behaviour contrary to other noctuid species
such as Mamestra brassicae L. 1758, which exhibit a
sophisticated mating behaviour with the release of a
male sex pheromone produced by the abdominal
brushes acting as an actractant for the calling female
(Birch er al 1989; Jacquin et al 1991; Noldus &
Potting 1989). Male pheromone release is necessary for
copulation success and increases female recognition and
acceptance at short range. The female are supposed to
choose the courting male releasing the higher quantity
of male pheromone and a sort of “sexual selection”
based on female choice and male pheromone occurs
(B. Frérot in lit.).

48% of copulation

4

28% of copulation

7

7
Q/ @ on plant, under the female
on the female

[ near the female

24% of copulation

Figure 3

Relation between landing places and percentage of mating: the percentages
on tllt‘ Pie fepl‘f‘seﬂt the diﬂ‘el’en[ lnﬂle l:lllding plaCeS out Ofﬂll lI]alE teS[ed.
The percentages outside of the pie represent the percentage of copulation
out Df‘ the tOtal Coplllﬂtion [eCOl’de(L




Clasper hair pencils of B. fisca males do not seem
to release any sex pheromone. B. fusca females seem
to select the males on their landing behaviour and to
reject copulation, using two means: escape or stop
calling. Sexual selection plays an essential role in most
of Lepidoptera which copulate only once; only the most
efficient moths will copulate. B. fusca is a polyandrous
species (Calatayud ez 2/. 2005) and this may account for
no mate selection in this species. Thereby, very simple
B. fusca courtship behaviour and the apparent absence
of sexual selection lead to draw some hyporhesis.
With a sex-ratio favouring males (Rarnadass er al.
2001) and with polyandrous females, a mate choice
by the female would be a waste of energy and would
be detrimental for the species fitness. Sperm selection
could be another way for intra specific selection but
no information is available on the occurrence of such a
process in B. fusca female egg fertilization.

The entire pheromone blend functions as a species-
specificunitarysignal forlong rangeattraction, courtship
and copulation (Linn ez a/ 1984). In the case of B.
fusca, the female sex pheromone is a mixture of three
compounds: the (Z)-11-tetradecenyl acerate (main),
the (E)-11-tetradecenyl acetate and (£)-9-tetradecenyl
acetate (minors), 70:15:15% respectively (Nesbitt ez
al. 1980; Hall er al. 1981). Diversity of moth species
developing on maize and sorghum crops in Kenya is
reduced. The other main populations developing on
these plants are Sesamia calamistis Hampson 1810
(Lepidoptera: Noctuidae) and Chilo partellus (Swinhoe
1885) (Lepidoptera: Crambidae), which produce a sex
pheromone whose main components are characterized
by 16 carbons (www-pherolist.slu.se) preventing
interspecies attraction.

Many stem borers are associated with their host
plants. Phytophagous insects often meet, court and
mate on plants (Landolt & Phillips 1997). To date,
how host plants influence B. fiusca SMRS remains
unresolved. Maize plants in our study allow the female
to be in a good calling position and the male to spin
after copulation. Does the plant only represent a
calling stand or does it affect sexual behaviour remains
to be answered.

Acknowledgments. The authors are grateful to Jenny Smith for
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Comportement de cour

Le comportement de cour d& fuscaest peu sophistiqué. La phéromone sexuelle de la
femelle module le vol orienté du male qui attestit la tige de la plante sous la femelle. Ce
comportement doit étre pris en compte pour le ckoiyiege a phéromone a utiliser. Le rejet
du male par la femelle, en arrétant le comporterdé&ypel, est le principal facteur qui fait
gue I'accouplement n’a pas lieu. Chez la plupast ld&pidopteres, le choix final du partenaire
sexuel en vue de I'accouplement est une décisida fEmelle (Zagatti et Castel, 1987). Les
males deB. fuscane présentent donc pas un comportement de couerhant élaboré,
contrairement a d’autres especes de Lépidoptéretuidae. Dans le cas de notre modele, la
phéromone est un mélange de quatre composés dmatrec 14 atomes de carbone et un
avec 16 atomes de carbone (voir I'article sur larpmone dans ce manuscrit). Au cours de
I’évolution, dans le cas de la lignée qui a conduiespéce. fuscala complexification de la
phéromone sexuelle femelle a été favorisée. Lagoh@ne doit jouer donc un réle majeur
dans la reconnaissance du partenaire sexuel ameé@étrdu comportement de cour, qui est
resté simple.

Nous pouvons introduire ici la notion d’investissarhdifférentiel dans différents types de
mécanismes pouvant conduire a la reconnaissancpadenaire sexuel et a éviter les
accouplements interspécifiques. Des exemples danditterature nous montrent que
lorsqu’'une des étapes du SMRS est complexe, conmangrdduction de mélanges
phéromonaux femelles sophistiqués, les étapes rdewgpeuvent étre moins élaborée, a
'exemple d’'un comportement de cour simple et deédurelativement breve, c’est le
phénomene observé chBz fusca Inversement, une phéromone sexuelle simple, itoést
d’'isoméres du méme composé par exemple, condaitréde en place d’'un comportement de
cour élaboré et spécifique, qui s’accompagneraattuge la mise en jeu d’une phéromone

sexuelle male.

Par exemple, la phéromone sexuelle femelle Memestra brassicaeLinné 1758
(Lepidoptera : Noctuidae) est un mélange simplsaldement deux acétates (Subcheal,
1987) et, par contre, l'identification de la phémre sexuelle male dkl. brassicaepar
Jacquinet al. (1991) a permis de décrire un mélange complex&xeomposés. Dans les
expériences d’électro-antennographie, les femdaliesi que les males répondent a tous les
composants de la phéromone sexuelle male. Celagiomdiquer a la fois une action sur les
femelles pour I'accouplement, mais aussi une itibibides autres méales compétiteurs (Toth,
1982).
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Dans un autre cas, les males @eyptophlebia leucotreta(Meyrick) (Lepidoptera :
Tortricidae) possédent trois types d’androconies squnt utilisées successivement lors du
comportement de cour (Zagatti et Castel, 1987 cddaeportement de cour est assez complexe
avec plusieurs étapes pendant lesquelles le mpleidéoutes ses androconies : les corematas
situées a I'extrémité de I'abdomen, les glandeseslat les androconies situées sur les pattes
arrieres. Bien que l'usage de ces androconies nmleepas indispensable, il augmente
fortement et significativement le taux d’accoupleme.a phéromone sexuelle femelle est
simplement composée de deux isomeres d’acétateg@Net al, 1993).

Le comportement de cour derapholesta molestdBusck) (Lepidoptera : Tortricidae) se
réalise en plusieurs étapes : le méle attiré pimheelle atterrit devant elle et sort ses pinceaux
androconiaux situés entre les 7eme et 8eme segrabdsninaux. Il attire la femelle qui
touche son abdomen avec ses antennes, ce qui deeleiez le male les tentatives
d’accouplement (Baker et Cardé, 1979 ; Lofstddil, 1989). La phéromone sexuelle femelle
est aussi relativement simple puisqu’elle est casdpade deux isoméres d’acétates et d'un
alcool, tous composés de 12 atomes de carboneaffeldet Trimble, 2002).

Deux autres Lépidopteresjeliothis virescens(Fabricius) (Lepidoptera : Heliothinae) et
Peridroma saucigHubner) (Lepidoptera : Noctuidae) présentent ommortement de cour
particulier et spécifique et les malesRlesaucialibérent une phéromone sexuelle (Tewal,
1981 ; Birchet al, 1976). Leurs phéromones sexuelles femelles somtles (Hendrickset

al., 1989 ; Inomatat al, 2002).

Tout commeB. fusca S. nonagrioides(Lepidoptera : Noctuidae) ne présente pas de
comportement de cour sophistiqué et le méale nedipas de phéromone sexuelle (Babilis et
Mazomenos, 1992). Par contre, la phéromone sextefielle est complexe avec deux
acétates, un a 12 et un a 16 atomes de carboradéimyde et un alcool (Sans, 1997). Un
autre Lépidoptere NoctuidaSpodoptera littoralis(Boisduval), est dans le méme cas avec
une phéromone sexuelle femelle composée de nomipeaduits avec une voire deux
doubles liaisons (Dunkelblum, 1982) et un compoeteirde cour simple et rapide (Ellis et
Brimacombe, 1980).

De nombreux exemples vont dans le sens de cettd@hage d’investissement différentiel, qui
ne peut cependant pas étre généralisé a toutespgéses. Par exemple, cieanterpunctella
(Lepidoptera : Pyralidae), le male produit une ph#@ne sexuelle alors que la phéromone
femelle (Grantet al, 1975) est complexe avec des composés a deuxedolidisons (Hu et
Du, 2005).
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Phéromone

lll. Identification de la phéromone sexuelleRlesseola fusca

ChezB. fuscala phéromone sexuelle femelle a été décriteailpyesque 30 ans (Nestlattal.
1980 ; Hallet al. 1981). C’est un mélange de trois acétates a Mesae carbone (annexe 2)
dans un ratio de 10: 2: 2, équivalent a 70%, 15598p. Le composé majoritaire de cette
phéromone est le (2)-11-tétradécén-1-yl-acétate Z4d-14:Ac et les deux composés
minoritaires sont leH)-11- tétradécén-1-yl-acétate Bl 1-14:Acet le ¢)-9- tétradécén-1-yl-
acétate owz9-14:Ac. Cette composition phéromonale décrite par Nesbitl. (1980) a été
utilisée dans des expériences de piégeages danhdagps de mais des 1983 (Campion et
Nesbitt). Ces pieges ont servit a controler lagmés deB. fuscadans les zones de tests, mais
n’'ont pas pu servir a la mise en place d’'un piégedgmasse ou d’expériences de confusion

sexuelle, car le nombre d’insectes capturés étgatfaible.

Des expériences de piégeage ont été réalisé auaeny établir le meilleur type de piége a
utiliser pourB. fusca(Critchley et al, 1997). Il s’avére que les meilleurs piéges sest |
pieges a eau fabriqués localement, la couleur itapbmpeu. Les pieges sont placés a la
hauteur de la canopée des cultures, a 60 metrggusude distance les uns des autres. La
composition phéromonale utilisée est toujours celée Nesbittet al. (1980) avec une
concentration de 1 mg. Dans ces conditions, le merdb males capturés reste trés faible et
ne permet pas un contrdle adapté. Ces piégeagestaeapendant permis d’observer trois

générations dB. fuscapar an au Kenya.

L'inefficacité des piégeages pourrait provenir dundentification incompléte de la
phéromone sexuelle femelle d& fusca Nous avons donc repris lidentification de la
phéromone, qui n‘avait pas été étudier depuis 1981,nous intéressant a différentes
populations deB. fuscaprovenant de plusieurs localités géographiqueSlepées dans la
nature ou élevées au laboratoire ICIPE. De nouwwédehniques, comme la nouvelle méthode
de prélevement par SPME (annexe 1), et des outilsalyse plus performants, peuvent

permettre de préciser la composition d’une phérasmxuelle femelle.
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L’hétérogénéité des milieux écologiques colonis&sBp fuscadepuis l'introduction du mais
aurait pu s’accompagner d’'un polymorphisme phérahoNotre objectif est donc aussi
d’estimer de la maniére la plus précise possiblepolmorphisme phéromonal et de
déterminer s’il peut agir sur le contrdle ou ladubiologiqgue que nous voudrions mettre en
place. Par ailleurs, si de telles « races phérotasnaexistent cheB. fusca l'identification
précise des composés des phéromones de chaqueatmmpufjéographique permettra
d’améliorer les attractifs de synthése utilisés rppigger les méales en champs ou pour
brouiller la rencontre des sexes (confusion se&lelCeci pourra permettre d’agir sur la
densité et la dynamique de la population de ceagews, en diminuant la fréquence des

accouplements dans une lutte éthologique plusaetic

D’un point de vue plus fondamental, ces recherciass servirons a mettre au point une
formulation phéromonale de synthése plus attraagjwe celle utilisée en champs et plus
compétitive que la phéromone sexuelle femelle edeurCette étude nous permettra aussi

d’envisager la forme et le placement dans les ckaiep pieges phéromonaux adéquates.
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Abstract—We investigated potential correlations between mdér characteristics oB.
fuscapopulations and pheromone mixtures produced bliesn by coupling DNA analyses
with pheromone identification and behavior. Thedgtyprovides insight into variation in
pheromones produced by insect populations devejopm maize crops in various African
countries. Within each population, polymorphismpheromone mixture was studied and
individual variations were shown to be equivalemttiose observed between populations
characterized by either different geographic osgor by different mitochondrial DNA
clades. The comparison between pheromone mixtureékeodifferent populations did not
show difference that can be responsible of anyodpstive isolation process. Wind tunnel
experiments demonstrated that males were senditivemall variations in pheromone
mixture; however in each population, some of theesented wider response windows than
the others. From our study, we can conclude thatbreeding remained possible between the
populations studied, despite some of the populati@ving been separated geographically for
one and a half million years. We also identifiech@vel pheromone componen){11-
hexadecen-1-yl acetate and report the pheromoneirithat was most efficient for eliciting
male responses in our study){l1l-tetradecen-1-yl acetate (62%lg)-(l1-tetradecen-1-yl
acetate (15%),4)-9-tetradecen-1-yl acetate (13%) a@d)t{1-hexadecen-1-yl acetate (10%)).
This pheromone mixture could be beneficial for namng flight and including in current

crop treatments.

Key Words—Lepidoptera, Noctuidae, SPME, GC-MS, synthetic phmeme, wind tunnel,
population, field trapping, reproductive isolatiaade.
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INTRODUCTION

Busseola fuscgFuller, 1901) is now rarely found on wild plantgther, it commonly
develops on cultivated plants (Le Rtial, 2006; Ong’ameet al, 2006). IndeedB. fuscais
considered to be the main pest on some cultivatagn®eae Sorghum bicoloMoench and
Zea maysl. in sub-Saharan Africa (Kfiet al, 2002; Ratnadasst al, 2001). In African
countries, the scarcity of insecticides, and thusrthigh cost, means that they must be
sprayed at the right time for optimal efficiencyelstudy of insect flight patterns is important
in determining timing. Moreover, alternative meteddr use in integrated pest management
are of great interest. Pheromone identificatioa fg'st step in creating an effective synthetic
attractant and developing new tools to reduce ingepulation levels. The sex pheromone
produced byB. fuscafemales was identified by Nesbdét al (1980) as a mixture of three
isomer acetatesZj-11-tetradecen-1-yl acetate or Z11-14:A€E)-{1-tetradecen-1-yl acetate
or E11-14:Ac and4)-9-tetradecen-1-yl acetate or Z9-14:Ac, producednaaverage ratio of
10:2:2. In Kenya and in other African countriesg thse of this attractant for detecting flight
was abandoned because of its poor efficacy; thuther investigation into the composition of
sex pheromone is required.

The long-range attraction behavior of a male motiluced by a pheromonal odor released by
females has been widely studied in the Lepidogteretuidae (Baker, 1990). Such behavioral
studies — mostly using wind tunnels (Baker and Lih884) — are essential to understand
reproduction mechanisms and are important for $&xgmone identification. In Lepidoptera,
male attraction requires particular ratios of dife female sex pheromone components and a
specified dose overall (Linn and Roelofs, 1989).|ddehave variable levels of tolerance to
changes in the ratio of pheromone components, diégpgion the species. The male "response
window" is an important factor in the specific mageognition system. In this study, we
determined the relative importance of minor phersenoomponents using a wind tunnel, to
develop improved synthetic attractants, and tosasee polymorphism of pheromone-based
reproductive system.

Our approach was based on findings from recentiegudSezonlinet al, 2006) of
mitochondrial diversity amonB. fuscapopulations from different geographic areas inesr
Three clades of mitochondrial haplotypes were ifiedt All moths collected from several
populations in various countries (Mali, Benin, Ghand Togo) in West Africa belonged to a
single cladeW. In East Africa, two distinct clades were alsoniifeed: a minor clade (clade

) and a major clade (clade IlI) containing mosttbé moths collected in Kenya. The
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divergence of clades | and Il in East Africa andttbf the East and West African clades
occurred around one and a half million years agez¢8lin et al, 2006). The pheromone
composition of individual moths from each cladeofsinterest because the specific mate
recognition system acts as a strong force in tblatisn of populations, as observed in other
Lepidoptera species (Frérot and Foster, 1991; Belozt al., 2004). In this study, we
investigate the relationship between pheromonedymed by the different populations and

the mitochondrial clades they belong to.

MATERIALS AND METHODS

Insects B. fuscafrom two sources were used in this study: from rthess rearing unit of
ICIPE in Nairobi (Kenya) and from the field. Wildopulations were collected in various
localities of Kenya (East Africa) and in severaluoctriies of West Africa (Table 1).
Individuals were sexed and kept in closed rectaargedystal polystyrene containers (30 cm
length, 12 cm width, and 8 cm height) on moist vieutite until emergence, separated
according to sex. Adults were collected daily. Maleere housed together in a rectangular
crystal polystyrene box (30 cm length, 12 cm widihd 8 cm height) and females were
placed individually into cylindrical crystal polysene boxes (10 x 6 cm length). They were
used for experiments at two or three days old. P@pal adults were maintained at 25°C, with

relative humidity 85 + 10%, under a 12:12 h lightk] reversed photoperiod.

Chemical Analysesiwo- or three-day-old calling females were useds@ of calling is five
hours after the beginning of the scotophase. Twinty originated from ICIPE rearing, 21
females collected in the field in various Kenyadiitees and 28 females collected in West
African countries. The pheromone gland was extrudigd thin forceps. The adsorbent part
of a Solid Phase Micro Extraction (SPME) fiber vgasitly rubbed on the glandular tegument
area for 5 min, according to the method describedrigrotet al (1997). The SPME fiber
consisted of 65 pum of Carbowax™-Divinylbenzene (OBY) (SUPELCO). Gas
chromatography (GC) analyses were conducted usMgrian 3400 CX with a split-spitless
injector and a FID detector heated at 260°C. Therfivas subjected to thermal desorption in
the injector at 240°C for 5 min. A Rtx®-Wax colum8) m x 0.32 mm i.d., was used
(Restek®, France). The column temperature was rdrfipen 50 to 100°C at 15°C/min, then
to 245°C at 5°C/min. Helium was the carrier gas (kb pressure). GC linked to a mass

spectrometer (GC-MS) was used to identify the pimerce components: ion trap Saturn Il
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coupled to a 3400 CX GC, electron impact (IE), Y040 to 330 amu. GC conditions were as
follows: injector split-splitless at 250°C, ovenmgerature ramped from 50 to 300°C at 8°
C/min and equipped with a RTX-5 Sil-MS (Restek®arae), 30 m x 0.32 mm i.d.

Pheromone compounds were identified by comparitent®n times and mass spectra of the

samples collected from the gland with those ofreefee samples.

Wind Tunnel Bioassay$he wind tunnel experiment was based on the pobtbeveloped by
Baker and Linn (1984) and Fréret al (1989): a half-cylinder (190 cm length x 80 cndwi

x 45 cm high), in which males fly about 150 cm. Thieflow, supplied by a fan and
laminarized by a muslin layer, was 0.6 m/s. Thaskoa parameters were controlled by
regular checks with incense stick smoke and an ameter. An exhaust fan at the exit side
of the air flow prevented pheromone contaminatiime temperature throughout the various
experiments was 23 = 2°C and humidity was mainthiaeound 45%. A constant red
incandescent light source above the tunnel allosEgrvations and video recording.

Two- or three-day-old naive males were flown indually, stimulated by either two- or
three-day-old calling females or by synthetic lulesded onto rubber septa (100 pg, Sigma
Aldrich). Naive males, placed individually in capbwire mesh cages (43 x 6 cm), were
released from a 12 cm-high platform. Each experinb@sted 5 min and was recorded on
video (Panasonic AG-7330) until copulation with &@alehi KP 161 CCD black and white
camera equipped with a Nikon objective AF Micro kbk 60mm 1:2.8 D. The tapes were
transcribed onto computerized video files and aedywith The Observer 5.0 software
(Noldus, Wageningen, The Netherlands, 2004). Atitraness of the lures was assessed by
scoring several events involved in the male respdehavior: latency (LT) from the moment
a male is placed on the platform to take-off; tipsvimd flight in the first half of the wind
tunnel (FB); the flight to the half-way point (HRhe flight in the second half (FA); the
source approach (AL); and landing at the sourcatpmi copulation attempts (L/C). Timings
of behavior events were recorded in sec. The mdstmative male behavior event was
contact with the pheromone source. The males tlthindt respond or only exhibited an
anemotaxic flight, i.e. orientation of flight thadllowed the direction of airflow rather than
the direction of pheromone plume (Metcalf, 1987¢revtested again. If they did not respond,
the condition of the antennae and wings were cliecke
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Natural StimulusAccording to Calatayu@t al. (2007), the reproductive period starts five
hours after the beginning of the scotophase andoffitmum age of both sexes for
reproduction is between two and three days oldrd?hene glands of two calling females
were maintained extruded by crocodile clips. THeseales were killed and put on a 15 cm-

high metal support under the airflow in the windrial. Such females can be tested for 3 hrs.

Synthetic PheromoneStimuli for the wind tunnel and field-trapping etpnents were made

with the synthetic chemicals, Z11-14:Ac, E11-14:&8-14:Ac and Z11-16:Ac, in standard
hexanic solution (Table 2). The purity of Z9-14:And Z11-16:Ac was 100%, and of Z11-
and E11-14:Ac about 97%. The desired amounts df eampound were applied onto rubber

septa (Sigma-Aldrich) and used in wind tunnel dalilftrapping experiments.

Field-Trapping. Field work was carried out at Mai-Mahiu (Rift Valle Kenya). The

appropriate amount of chemicals (1000 pg or 100 wag loaded onto a rubber septum
(Sigma-Aldrich) and placed inside an Unitrap (Bstgynes France, SARL) (multicolored
with green cover, yellow top and white bottom). Theps were hung, surrounding a maize
field, at approximately 1.5 m above the ground ptated at least 30 m from each other.
Traps were checked every two days and renewed dweryweeks. Each treatment was

replicated three times and checked for five conbezweeks (N=15).

Genetic Analyse®\ll females used for pheromone identification weobjected to molecular
analysis. Moths were preserved in absolute alcohoiediately after the experiment. Total
genomic DNA was extracted from insect thoraxes By, using a DNeasy Tissue Kit
(QIAGEN). Heads and abdomens were transferred ifnb®s with absolute alcohol for
subsequent species identification. A 965 bp fragnoénthe mitochondrial gene encoding
cytochromeb was amplified with primers CP1 (5’GAT GAT GAA ATTTG GAT C 3’) and
Tser (5TAT TTC TTT ATT ATG TTT TCA AAA C 3’). Polynerase chain reactions were
performed on a Biometra® thermocycler using théofaing conditions: initial denaturation
for 5 min at 94°C; 40 cycles of 94°C for 1 min, @6for 1 min 30 sec and 72°C for 1 min 30
sec; and 5 min final extension at 72°C. The reaatnxture contained 5 pl of 5X buffer, 3 ul
MgCl, (25 mM), 1 ul primers (10 mM), 0.6ul dNTPs (10mM)ul PCR DNA and 1U of

Promegal' aqpolymerase per 25 ul of reaction mixture.
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Moths from East and West mitochondrial clades vagsgnguished usingsu 36 Irestriction
digests of the amplified DNA fragment (restrictiaite: CC-TTAGG). Assignment of
individuals to the East | or East Il mitochondigéddes was based otho 1l restriction digests
of the amplified DNA fragment (restriction site: BATCC). Reaction mixtures were
incubated for 6 hr at 37°C and restriction fragmsemtere separated by agarose gel

electrophoresis.

Statistics. Results from wind tunnel experiments were recordsedpercentages. All data
coming from pheromone identification and male bétrawere compared usin§tudent's t-
test (taking P<0.05 to be significant). Analyses wesrf@rmed with R 2.4.0 software (A
Language and Environment Copyright, 2006).

For the analysis of field-trapping experiments, thean numbers of moths caught for each
treatment were compared usikguskal-Wallis test The ranks were generated using proc
Rank of SAS 9.1 (SAS Institute, 2003) and thenya®al using proc GLM. Means were then

separated usingukey-Krameicomparison procedure (P<0.05 was deemed significan

RESULTS

Chemical AnalyseSPME pheromone samples (N=24) obtained by rubliiegtand surface
of calling females from mass rearing were analybagdGC; they contained four different
components (Figure 1). GC-MS analyses in El pravidess spectra of three tetradecene
acetates (1, 2, 3) (m/z = 43 (100%), 55 (45%),97P4), 81 (98%), 194 (M60, 24 %)) and
of one hexadecene acetate (4) (m/z = 43 (94%)66%), 67 (100%), 81 (94%), 222 (N6O,
17%). The following components were identified ymparing retention times of the four
female pheromone components with those of synthmdmpounds: 4)-9-tetradecen-1-yl
acetate (Z9-14:Ac), H)-11-tetradecen-1-yl acetate (E11-14:Ac)/)-11-tetradecen-1-yl
acetate (Z11-14:Ac) and)-11-hexadecen-1-yl acetate (Z11-16:Ac). The meapqgrtion for
each component was as follows (taking the main corapt to be 100%): Z9-14:Ac 15%
(£6.09), E11-14:Ac 27% (£3.70), Z11-14:Ac 100%, Z18:Ac 14% (+9.58).
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GC and GC-MS analyses of wild females collectedEast and West African countries
revealed that all populations shared these sanmrectouponents (Table 1). Assigning a value
of 100% to the main component, Z11-14:Ac, the Efsican female pheromone mixture
(N=20) was: Z9-14:Ac, 23% (+12.41); E11-14:Ac, 27¢8.72); and Z11-16:Ac, 15%
(x12.23). The relative proportions of each compadrtked not significantly differ from those
of the mass reared population described above (Br0l'he West African population (N=28)
produced the same four components: Z9-14:Ac, 25%.@7); E11-14:Ac, 23% (£6.60);
Z11-14:Ac, 100%; and Z11-16:Ac, 18% (+15.14). Theeqwmone mixture of the West
African population was not significantly differefrom that of the mass reared population
(P>0.05).

The pheromone composition of moths from the massetk ICIPE population was less
variable than that from the wild populations frohe tEast and West African countries, as

indicated by the standard deviation (SD) values.

Wind Tunnel Bioassays with Femaléénd tunnel conditions were optimized in prelimipar
tests. Flight behavior was not hindered by wea&nsity red light and the take-off platform
was placed so that it allowed lock-on flight inpease to the pheromone plume (Kennetly
al., 1981). To take advantage of the optomotor resggnstrips and dots were placed on the
floor; this gave a better male response to thegrhene plume than the use of only strips or
dots. In our hands, white was the color that ghedoest response.

TheB. fuscamale flight behavior (N=20) was the same as tleatdbed for most Lepidoptera
(Baker, 1990 and Baker and Haynes, 1996). Aftegrg variable period of latency (mean LT
= 51sec; range 10 to 116 sec), males (85%) toghktfind exhibited a lock-on; then they flew
upwind (80%) with low amplitude zigzag (mean flighhe = 69 sec; range 10 to 186 sec).
Finally, the male touched the female and/or attechpd copulate (80%). Attraction behavior
of B. fuscamales with virgin calling females was considersdhee reference behavior for the
further studies with synthetic lures.

88



Phéromone

Wind Tunnel Bioassays with Synthetic LuM& tested various synthetic mixtures (Table 2)
to investigate the role of the pheromone componentsale attraction, in particular that of
the newly identified compound, Z11-16:Ac (Figure Zhe composition of mixturd was
based on the natural female pheromone composiMotture A did not elicit the same level
of male responses as the virgin calling femaleledtto response rates of 63% for upwind
flights and 21% for landingg.he absence of any minor component from this mexaifected
the male responses. The absence of either Z9-18t: A4 1-14:Ac abolished the upwind flight
response, whereas absence of Z11-16:Ac resultadésponse rate of 42% for upwind flight
and 8% for landing at the source point.

A smaller proportion of Z9-14:Ac (5% in mixture Bropared to 10% in mixture A) did not
lead to a significant difference in the number dles reaching the source but there were
fewer upwind flights. However, a smaller proportiof both Z9-14:Ac and Z11-16:Ac
(mixture C) led to slightly fewer upwind flights §20) and abolished the landing response
(P<0.05).

A decrease of 10% in the amount of E11-14:Ac (mixiD) also led to significantly fewer
upwind flights (18% rather than 53%; P<0.05) anghsly fewer landings at the source point
(12% rather than 21%).

Increased Z9-14:Ac abundan(mixture E) did not affect the number of upwind flights but
landing at the source point was abolished (P<0.DB)le response rates for both upwind
flights and landings were substantially lower whPo less Z11-14:Ac (mixture F) than
mixture B: fewer upwind flights (18%) and fewer landings (94<0.05).

Mixtures A andB elicited the highest overall male responses, athahey were lower than
the responses elicited by calling females. The gggage of males reaching the pheromone
source when stimulated with was not significantly different from that with ntixe B. In
addition, the duration of the flight from take-odf contact with the pheromone source was not
significantly different between these two mixtu(é3 sec forA and 35.75 sec fd8), or from

the reference value (69sec).

Field Trapping.The effect of the newly identified componentBnfuscafemale pheromone
was tested on male catches in the field (TableTBg addition of Z11-16:Ac (10%) to the
mixture 2 (forming mixturel) resulted in more males caught (122 males instéa&%). The
catches differed significantly according to the tane proposed (H=47.9, P<0.0001 according
to theKruskal-Wallistest).
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When either the Z9-14:Ac or the E11-14:Ac was edetlifrom the mixture (mixture$ and
3), the number of males caught was significantlydoP<0.01). Traps baited with higher
doses (1000 pg, mixtu® caught greater numbers of males than traps buitidthe lower

doses (100 pg, mixtus).

Genetic AnalysedMolecular analyses of 7B. fuscafemales separated them into the three
previously described mitochondrial clades (Sezomiinal, 2006). Among East African
females studied, three were found to belong toeclacind 41 to clade Il. The relative
compositions (mean proportions) of pheromone mefor individuals belonging to clades |
and Il were: Z11-14:Ac, 100% for both clades; E#1AL, 20% (SD£10.6) and 27%
(SD+6.1); Z29-14:Ac, 16% (SD+19.3) and 19% (SD+10p&nd Z11-16:Ac, 13% (SD+14.9)
and 15% (SD=10.6), respectively. We confirmed t@dbiVest African females belong to the
West clade. The mean relative composition of tpaeromone mixture did not differ from
the two East clades and was as follows: Z11-14186%; E11-14:Ac, 23% (SD+6.6); Z9-
14:Ac, 25% (SD+13); and Z11-16:Ac, 18% (SD£15.1).

DISCUSSION

B. fuscafemales produced a complex sex pheromone commdgedr components. Three of
these have been identified previously (Neskital, 1980). A new component, Z11-16:Ac,
was detected and identified by both GC and GC-Ms8ldFexperiments and wind tunnel
behavioral tests confirmed that this new componanitributes to the effects on male
behavioral responses. Significantly fewer males eweaught when one of the minor
components was absent from the mixtures. Thistresabnsistent with previous suggestions
that sexual attraction behavior in male Lepidopteyatriggered by a multicomponent
perception (Linn and Roelofs, 1989). However, etbaugh the presence of this new
compound improved male attraction responses, maikirggneficial for use in synthetic
pheromones for field survey d@. fuscapopulations, it did not reach the attraction level
obtained using the natural female pheromone. Rati@ations ofB. fuscapheromone mixture
existed within each geographic populations. Winthel experiments with synthetic mixtures
showed that most dB. fuscamales were sensitive to small variations of rgfrom 5 to
10%). In spite of that, some males initiated an impwlight, revealing a larger window of

response than the majority. Whatever the populaspsuch plasticity of the male response
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behavior may explain why the polymorphism of phepam mixtures is not a negative factor
for reproductive success.

The B. fuscapheromone — a mixture of three tetradecen-1-ytaaes (with double bonds in
9 and 11) and a hexadecen-1-yl acetate — is notmmmamong Lepidopterdttp://www-

pherolist.slu.se/pherolist.phpOther Lepidoptera species, developing in synypatith B.
fuscaon maize crops, produce different pheromone mestuFor instanceChilo partellus
(Swinhoe) (Lepidoptera: Crambidae) produces a pheng mixture with Z)-11-hexadecen-
l-al and F)-1l-hexadecen-1-olSesamia nonagrioidegLef.) and Sesamia calamistis
Hampson (Lepidoptera: Noctuidae) sex pheromonesnmai@ly composed of Z11-16:Ac,
whereas this compound accounts for an average lof 6 of the B. fusca mixture.
Spodoptera littoralis(Boisduval), which also develops on maize in Adrigoroduces a
different molecule — a dienic C14 acetate. Thus,gbecific mate recognition system in each
species is preserved in maize environment. Thectolfpa environment in the field is very
complex, so a multicomponent perception could beaathgeous for males deciphering the
chemical signal released by conspecific females.

We show that pheromone composition did not diffetween East and West populations
collected on maize, although within each populatisome individuals produced a very
different pheromone mixture. Pheromone compositiiohnot differ between the three clades
as defined by the mitochondrial DNA study. Moreqveolymorphism in pheromone
composition did not correlate with any of the genebarkers tested. These results make
likely that there is no reproductive isolation link the geographic locations or between
mitochondrial clades. In East Africa, most femaeslyzed in this study belong to the East
clade II, the most common clade; only three indraild were from clade I. These two clades
develop in sympatry and can interbreed which istant with the homogeneity found at the

pheromone level.

In conclusion, we could not relate a particularrph@gne mixture composition to a particular
mitochondrial clade and the pheromone-based reptivdu system was similar for the

different geographic origindast and West AfricaB. fuscapopulations are separated by
geographic location but there is no evidence inresults for reproductive isolation due to the

pheromone system.
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In the field-trapping experiments, the most effetiattractant was obtained using the
pheromone components){11-tetradecen-1-yl acetate (62%){1-tetradecen-1-yl acetate
(15%), @)-9-tetradecen-1-yl acetate (13%) axf-{1-hexadecen-1-yl acetate (10%). Field-
trapping with the appropriate pheromone could heseful tool for detectind. fusca for

monitoring their flight and for integrated pest rmgement.
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Fic. 1. GC/MS analysis of SPME collection from a singkeisseola fusca
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Percentage of male behaviors
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FiG. 2. Male response behavior in wind tunnel expenitmeising female sex pheromone and
synthetic pheromone mixtures A, B, C, D, E andlight in the first half of the tunnel (FB);
halfway flight towards pheromone lure (HF); fligint the second half of the tunnel (FA);
approaching lure (AL); landing on lure or copulat&tempts (L / C)
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TABLE 1. THE DIFFERENTLOCALITIES AND RATIOS OF SEX PHEROMONE COMPONENTS OFBUsseola fusC&EMALES FROMEAST AFRICA (FROM MASS
REARING OR WILD) AND FROM WEST AFRICA. COMPONENTS RATIOS ARE CALCULATED BY ALLOCATING A PERCENTAGE OF100 TO THE MAJOR

COMPONENT, THEZ11-14:AC

Latitude Longitude | N |Z11-14:4c | Z0-14:4c | o |B1114me | = 2111640 | o0
dew dev dev
EAST AFRICA |
EKenya
ICIPE (mass rearing) | S01°1313° | E36°5346” | 24| 100% 15% | 609 | 27% | 370 14% | 9.58
Wild total 20| 100% 2% | 1241] 27% | 872 | 15% | 1223
Eldoret M O00°34'53 28" E 35°13'33 48" 2 100% 28% 5.99 31% 1.51 15% 1.07
Kisii S00%4a. 218" E 534°58 TEE 1 100% 2% ! Q%5 ! 2% !
Kisumui M o035 775 E 534°27 1% 2 100% 20% Q.83 30% 0.72 3% 493
Kitale Hol=15a7s E 35010 214 3 100% 27% 2051 23% 1007 26% 1283
Harok S01e0532.34" E 3a°07'01 a2" 4 100% 3% 13 209G 414 21% .12
Rift walley S00°5Taa 22" E 36°33'28 44" E 100%% 18% 241 7% 11.17 13% 1325
WEST AFRICA
Wild total 28| 100% 25 | 12.97] 23% | 660 | 18% |15.14
Togo H 0a=10° E01=21° 5 100% 35% 12 47 28% 472 19%4 2078
Burkina Faso Mo12%20° o140’ 2 100%G 20% 13.31 2% 2187 20% 21 .58
Benin H 0a=30° E Q247" 21 100% 23% 10 44 23% 489 17% 1409
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TABLE 2. COMPOSITION OF FEMALE SEX PHEROMONE AND SYNTHETIC PHEROMONE
MIXTURES (IN pg OF EACH COMPONENT PERRUBBER SEPTUM) USED INWIND TUNNEL

female A B C D E F
Z11-14:Ac 80 80 80 80 80 80 75
E11-14:Ac 22 20 20 20 10 10 20
Z9-14:Ac 12 10 5 5 10 20 5
Z11-16:Ac 12 10 10 5 10 10 10

MALE CAPTURES(MAIMAHIU -RIFT VALLEY , KENYA)

TABLE 3. COMPOSITION OFSYNTHETIC PHEROMONE MIXTURE USED FORFIELD-TRAPPING AND

Mixture 1 | Mixture 2| Mixture 3| Mixture 4 Mixture 5
Z9-14:Ac 130 130 130 / 13
E11-14:Ac 150 150 / 150 15
Z11-14:Ac 620 620 620 620 62
Z11-16:Ac 100 / / / /
Total male captures 122 85 2 33 66
Mean* male caught per trap/weel 8.1d 5.7 @ 01la .2h2 /

*Means followed by different letters are signifitigndifferent from each other according to
Tukey-Kramer test at the 5% level
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V. Roéle de la plante-hdte sur le systeme de recoraraiss

L’hypothese est que la plante originelle Befusca avant l'introduction du mais, est une
plante endémique de I’Afrique, comrRe purpureunouS. bicolor D’apres les travaux de Le
Ru et al. (2006), les chenilles dB. fuscase développent maintenant presque exclusivement
aux dépends des plantes cultivées. Les auteurs jaimais trouvé de chenille d& fuscasur

des graminées sauvages du tyhepurpureumou sorgho.B. fuscaest vraisemblablement
passé d’'un compartiment sauvage constitué parrghgcsauvage au compartiment cultive,
constitué par les champs de sorgho et de maiss@gaidaet Khan, 1998 ; Le Rai al, 2006).
Nous ne disposons d'aucune donnée sur le r6le deldate-hdéte dans le processus
reproducteur d@. fusca ni sur les lieux d’accouplements des adultes,nguse rencontrent

gue rarement dans les parcelles cultivées contnameaux chenilles (Le Rét al, 2006).

Nous avons donc testé I'hypotheése d'une « mémoide ba plante ancestrale qui pourrait se
matérialiser lors de la rencontre des partenagrseds, en exercant une action synergiste. Les
males et femelles d&. fuscas’accoupleraient sur le sorgho sauvage, en supplasprésence

de ce sorgho aux abords des champs. Ensuite,nesdlés iraient pondre sur le sorgho et le
mais cultivés. Ces graminées sont présentes engphimgle quantité et peuvent fournir les

nutriments nécessaires au développement des @wenill

Nous avons testé I'attraction des maleBdé&iscapar la phéromone femelle en tunnel de vol,
en présence ou en l'absence de plante. Lors deexpérimentations, nous avons utilisé
diverses plantes qui appartiennent a la famille Geamineae/Poaceae, sous-famille des
Panicoideae, tribu des Maydeae pdi#a mays tribu des Andropogoneae poSorghum
bicolor ; tribu des Paniceae po@etaria glauca(Linn€), Pennisetum purpureuynMelinis

minutiflora Beauvois ePanicum deusturfFigure 9).

Justification du choix des plantes utilisées
Les chenilles d®. fuscase développent dans les champs de mais et deoshmglsorgho et
P. purpureunpourraient étre les plantes originelles de cegaua De plusP. purpureunest
utilisé dans la lutte biologique en champs par parsdpull (Khanet al. 2000, Cooket al,
2007) et c’est aussi la plante-héte principal@dphaia P. deustunm’est pas utilisé dans nos
expériences puisque nous n’avons pas pu avoiruahgp mais elle est décrite ici puisque

c’est la plante-h6te principale &e segeta
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S. glaucaest une autre graminée endémique, présente audsatbes champs, qui ressemble
morphologiquement au mais et qui pourrait étre@te potentiel pour les larves ou un lieu de
rencontre des adulteM. minutiflora est décrite comme répulsive et est également édilis
dans les stratégies de push-and-pull pour lutttee eutres contrB. fusca(Kahnet al. 2000,
Cooket al, 2007).

La technigue du push-pull est employée en champs lptter ou contréler la présence des
insectes ravageurs phytophages. Une plante répudsivplantée en quinconce avec la plante
cultivée a l'intérieur du champ pour repousser Puss insectes. Une plante attractive, mais
non favorable ou moins favorable au développement’idsecte, est placée autour des
cultures pour attirer (pull) les insectes a I'eid@r du champ ou les empécher d’'y pénétrer.
Dans les techniques de push-and-pull employée equ&f contre les ravageurs du tyRe
fusca(Kahn et al. 2000, Cooket al, 2007),M. minutiflora est planté en alternance avec le
mais a lintérieur des champs pour repousser (pleshyavageurs €. purpureumou le
sorgho sont plantés en bordure pour attirer (peslinsectes.

Quelques données sur ces plantes sont aussi argrenccompte. Khaet al. (2000) ont

montré que les graminées endémiques d’Afriquepurpureumet le sorgho, sont beaucoup
plus attractives pour I'oviposition des femellesBlduscaque le mais. Cependant, la majorité
des chenilles d8. fusca qui se développent s@&. purpureuma tendance a mourir et 70 a
80% des chenilles qui se développent sur le sosghbparasitées et ne se développent pas.

> ‘ ]
Zea mays Sorghum bicolor Pennisetum purpureum
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Panicum deustum Setaria glauca

Figure 9 : Les photographies des plantes utilisées.

Description des plantes utilisées
Les données relatives aux plantes décrites ci-gm@gennent de I'article de Polaszek et
Khan (1998) et du site Internet de la « Grass Ba3de Online World Grass Flora »
(http://www.kew.org/data/grasses-db.ht@laytonet al, 2006).

Le sorgho est une plante endémique. Sa domestication a cop#@riey a 5000 ans dans le
Nord de I'Afrique (Polaszek et Khan, 1998) et sstrithution est dans toute la zone Nord et
tropicale africaine. Le sorgho est constitué degigressées de 30 a 400 cm de long et 2 a 15
mm de diamétre, les feuilles sont de 5 a 75 cmodg ket de 5 a 70 mm de large, lisses et
glabres sur la surface. L'inflorescence est unecpdan La production de sorgho en Afrique
Sub-Saharienne équivaut a 32% de la production ralenedn 2006 avec plus de 18 millions

de tonnes (données de la FAO).

Le maisa été introduit en Afrique de I'Est et du Sud es6eme siécle. La généralisation de

sa culture a toute I'Afrique est toujours consi@ééc®mme récente, surtout en terme de co-
évolution plante-insecte, en comparaison avec &gates africaines plus traditionnelles

commeP. purpureumet S. bicolor Au XVII®™ siécle, le mais est présent en Afrique dans
toutes les aires ou il peut étre cultivé et edisétcomme nourriture a la fois pour les hommes
et les animaux. C’est une plante annuelle dreseé&0@ & 300 cm de long avec des feuilles
linéaires ou lancéolées de 25 a 100 cm de long é&0da 100 mm de large. La production

annuelle du mais est de 2 & 3.1dhnes pour I'Afrique sub-Saharienne. Les pertesscaux

dégats causés pBr fuscavarient de 20 & 80% selon le taux d’'infestatioa.droduction de
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mais par I'Afrique Sub-Saharienne représente 6%adproduction mondiale, c'est-a-dire

environ 38 millions de tonnes (données de la FAO).

Pennisetum purpureum, endémique, est une plante dressée de 150 a 3d@ ting avec des
feuilles de 50 & 100 cm de long et 8 a 70 mm dgel&. purpureuntrouve probablement son
origine en Afrique de I'Ouest tropicale il y a 3080s, mais c’est une plante cosmopolite en
Afrique de nos joursP. purpureunmest considéré comme tres attractif pBufusca(Khanet

al., 2000).

Setaria glauca, endémiqueprovient vraisemblablement du Nord de I'Afrique sLiiges sont
dressées, souvent aplaties et glabres, d’envirbnc80 Les feuilles mesurent 30 cm de long

et de 7 a 12 mm de large. La base des feuillesrestnentée de longs poils soyeux.

Panicum deustum, endémique, est une plante de 70 a 200 cm de a&waat des feuilles
linéaires ou lancéolées de 15 a 48 cm de longge8% mm de large. La surface des feuilles et

glabre ou pileuse. L'inflorescence est une panidigte plante est cosmopolite en Afrique.
Melinis minutiflora, endémiquegest une plante plus particuliére et différente alaises par

son apparence. La tige a une hauteur de 90 cneuikafje est collant et odorant. Les feuilles

montent jusqu’a un metre de haut.
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Abstract

Busseola fusgamajor stem borer of maize and sorghum crops in Salimran Africa,
probably shifts from wild host-plant to cultivat&tamineae. A hypothesis is that native host-
plant of B. fuscais the wild sorghum, but we do not know whererae behaviour occurs in
nature. Plants are essential for phytophagoustsiseis which larvae feed. Recent researches
showed that chemical released by host plant aceproduction in Lepidoptera. This paper
reports behavioural tests carried out to determinether cultivated host-plants modified two
critical points in reproductive behaviours, callifty female and responses to pheromone by
males. To investigate what could have been therenddst plant in the past, the behaviours
considered were study towards native Gramineaepkamds known as been repellent, used in
push-and-pull strategies. Male attraction by femalex pheromone is significantly
ameliorated with the presence of sorghum in fligininel experiments, but is not disturbed by
repellent plants. Visual cues of raising plantsrsée improve the attraction. Calling female
behaviour is observed on and is not modified wrettélie plant, even in the presence of
repellent plant. Sorghum can be the native plam.dtiscaand the prior estimates can act on

male attraction by female.

Keywords: male attraction, SMRS, prior estimates, native fplan
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Phytophagous insects are generally adapted to rilaéive host-plant via behavioural and/or
physiological adjustments. Consequently, an exéensf host range could be at the origin of
considerable modifications caused by new plant atelsrand anatomy or new environment
conditions, biotic and abiotic (Vanbergetr al, 2003). Nevertheless, a novel host can allow
colonisation of areas where the native host doéscrur and to escape from natural enemies
like parasitoids and fungi. Cultivated host-plagppnesented also an inexhaustible resource of
food that led to population success (Stagihgl, 2006).

In most of cases, insect accept host plant thatlasely relative to their natal host: shape,
chemicals, environment, and nutrients. For exantphke recent shift oRhagoletis pomonella
(Walsh) (Diptera: Tephritidae) from native host,wifaorn (Rosaceae: Maloideae), to
introduced domesticated apple (Rosaceae: Maloid@éalsh, 1864).

Plant chemicals are summaries in “green leaf Mekti(GLV) i.e. various satured and
monoinsatured six-carbon aldehydes, alcohols atet.dglost of the plants released these
compounds, but in different mixture. Plant familigisared also common alkaloids. Plant
chemicals are released at a precise time duringpphase or scotophase, depending on the
species (Ruther, 2000).

For phytophagous insect, plant is principally arsewf food for larvae and a place where
adults mating behaviour is possible. Host-plant goumds can stimulate female pheromone
production and release, gravid female ovipositiod attraction of male moth to mate (Mc
Neil and Delisle, 1989a; Rair al, 1992; Landolt and Phillips, 1997).

In Pseudaletia unipuncta(Haworth) (Lepidoptera: Noctuidae), host-plant eounds
influence female age initiated calling and time cafling (Mc Neil and Delisle, 1989a).
Homeosoma electellu(iulst) (Lepidoptera: Pyralidae) female callingstsnulated by pollen

of the host-plant (Mc Neil and Delisle, 1989b). Barias vitella (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae), onset of calling is earlier with hos¢gence and more females call on plant. This
phenomenon allows adjusting mating behaviour withgresence of an essential resource for
larvae (Tamhankar, 1994). Host plant are essefatiglheromone production yelicoverpa
zea(Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) females. A vitgateleased by maize improve number
of calling females and also pheromone productio@®yo 30 times (Rainet al, 1992).
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Few studies have demonstrated the action of hasitgpbn male behaviour attraction. In most
of case, modifications in this attraction are doiencrease of female pheromone production.
Emelianov et al. (2001 and 2003) described female calling behaviogyprovement of
Zeiraphera dinianaGuenée (Lepidoptera, Tortricidae) in relation whibst-plant. Two host-
races ofZ. dinianadevelop on larch and pine respectively. Male etitba is improved by
calling female from its own host. Males find moesrfales landing on host-plant or a synergy
occur between calling behaviour and host-planttitela That being, reproductive isolation
and host-plant adaptation can be associated with fimaing.

Electrophysiology experiments oH. zea males showed that olfactory receptor neuron
response is synergised when plant compounds asermisesl in a mixture with major female
pheromone component. Increasing in male attractidth. zeafemale placed on host-plant is
probably due also to synergy between pheromone opems and plants volatiles (Ochieng
et al, 2002).

In another hand, Davis and Stamps (2004) showednttal habitat experience act on host
attraction and new host selection. In 2006, Staemuk Davis proved that prior estimates of
the dispersers, acquired in larvae developmeny,atamportant role in colonisation of a new
host-plant. Walsh (1864) proposed that host-speptpulations could speciate in the absence
of geographic modifications by shifting and adagtto a new host. This kind of ecological

isolation can be considered as a sympatric speniati

Busseola fuscgFuller 1901) (Lepidoptera: Noctuidaed the major pest of cultivated
GramineaeSorghum bicoloMoench 1794 andea may4.. 1753 in sub-Saharan Africa. The
larvae feed into the stem so used of insecticidesot efficient and remain expensive in
developing countries. Moreover, we did not know wehB. fuscaadults mate in the wild

(Ratnadasst al, 2001).

Wild sorghum is considered as a putative nativatpé B. fusca Survey studies carried out
across East Africa indicates thHatfuscais uncommon as larvae in wild plants, even if iams
endemic Lepidoptera (Le R, unpublishel)is insect showed a specific adaptation to maize
and sorghum crops. Sorghum domestication began %@@@s ago in northeast Africa
whereas maize was introduced recently in Africasithe 1% century (Polaszek and Khan,

1998). Several insect species switched from witth{d to cultivated crops, and became pests.

104



Plante-hote

The timing and the reason &. fuscahost-shift from wild to cultivated compartment is
unknown, but cultivated range provides more abunhtiamae food. Moreover, shapes of this
two Poaceae are really very close as much for todaur than size, leaf and stem.

Host-plant studies on female calling behaviour amale attraction behaviour can help to
understand the possible effects of sorghum donasticand maize introduction @& fusca

In B. fuscaspecies, the impact of plant on reproductive behes must be considered to

understand the underlying mechanisms of the shdtgerhaps found a remaining importance

of the native host-plant in reproduction.

These two behaviours, female calling and male aitma, essential for mate finding in

Lepidoptera can be under the influence of hosti@ad are studied here fBr fusca

MATERIALS AND METHODS

Experimental Insects and planfBhe moths were obtained as pupae from the masmgear
maintained at the International Centre for Inseleysiblogy and Ecology (ICIPE-Nairobi-

Kenya). Insect were allowed to emerge under thHeviahg conditions: temperature of 25°C,
relative humidity of 85+10% with a 12:12-h lighti#tareversed photoperiod. Individuals
were sexed as pupae and were sexually isolatedeparate close rectangular crystal
polystyrene containers (27x12x8cm) on moist vertitewntil emergence. Newly emerged
adults were collected daily. Adult males were hduselividually in metal mesh cylindrical

cages (@d3x6cm) closed in a hermetically sealedapoerts for 2 or 3 days before testing to
ensure reproductive maturity. Adult females weeeet individually into a cylindrical crystal

polystyrene box (g3x6cm) for 2 or 3 days befordingsto ensure reproductive maturity.

Adults were kept under the same conditions thamptipae.

Maize, sorghumPennisetum purpureurSchumacher 1827%etaria glauca(L. 1753) and
Melinis minutiflora Beauvois 1812 were grown in the greenhouse at INRArsailles,
France) from seeds and cuttings. purpureumS. glauca M. minutiflora and sorghum are
native plants in Africa, whereas maize is a cutedavariety. All plant species belong to
Poaceaefamily. P. purpureumand S. glaucawere chosen because Ndenwthal. (2002)

described them as attractive for gravid femalesyThear the same shape as maize and
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sorghum, whereabl. minutiflora, described as an oviposition repellent (Kleral, 2000;

Khan and Pickett, 2004), looks like more a creepiat.

Plants were kept in the same temperature, hygrgnaetd photoperiod conditions than the

insects.

Wind tunnel experiment8Vind tunnel is based on the protocol developed@aler and Linn
(1984) and Fréroet al. (1989). It has the shape of a half-cylinder (186long x 80cm wide

X 45cm high) in which males fly about 150 cm. Theflav, supplied by a fan and
laminarized by a muslin layer, was pulled at a tamsrate of 0.6 m/s. These airflow
parameters were controlled by regular checks witlense stick smoke and an anemometer.
An exhaust fan at the exit side of the air flow vyaneted pheromone contamination and
removed pheromone-contaminated air outside of thiglihg. Experiments were conducted
during the dark phase of a reverse 12:12 light:dgidke at a temperature of 23 + 2°C and at a
relative humidity of around 45%. A constant redaindescent light source above the tunnel

allowed observations and video recording.

Wind tunnel bioassayfwo or 3-day-old naive males were tested indiaiyu Sex pheromone
stimulation was provided by 2 or 3-day-old callifegnales which pheromone glands were
held extruded by crocodile clips. These femalesewelied and put on a 10cm high metal
support under the air stream. Five plants wereepldoehind females for experiments on
attraction elicited by combination of pheromone ataht volatiles. Reproductive behaviour
conditions, controlled by the calling female beloavj occurred from 5 to 9 hours in
scotophase. Naive males were released downwind froetal mesh cylindrical cages
(@3x6cm) on a 12cm high platform. Each experimastdd 5 min and was recorded on video
(Panasonic AG-7330) until copulation with a Hitagt#® 161 CCD black and white camera
equipped with a Nikon objective AF Micro Nikkor 60mi1:2.8 D. The tapes were transcribed
onto computerized video files and analyzed with T®kserver 5.0 software (Noldus,
Wageningen, The Netherlands, 2004).

Attractiveness of the lures was assessed by sceangral behavioural items involved in the

male response behaviour: latency (LT) from the ntnaemale is placed on the platform to
take-off; the upwind flight in the first half of éhwind tunnel (FB); the flight to the half-way
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point (HF); the flight in the second half (FA); teeurce approach (AL); and landing at the
source point or copulation attempts (L/C).

Timings of behaviour events were recorded in secessential parameters. The most
informative male behaviour event was contact whth pheromone source. The males that did
not respond or only exhibited an anemotaxic fliglet, orientation of flight that followed the

direction of airflow rather than the direction dfggomone plume (Metcalf, 1987), were tested

again. If they did not respond, the condition & #mtennae and wings were checked.

Non choice female calling behaviouFemale calling behaviour was observed putting a
female on a plant and another on a rolled paperti@). Female and plant were placed in
closed Plexiglas cylinder (30x60cm). Females wested from the emergence to the death

on maize, sorghum arM. minutifloraand we determined the onset of calling.

Statistics.The results concerning taking flight male respom@ee been expressed relative to
the total of males tested for each experiment.ddta concerning oriented flight response and
contact with female have been expressed relatitketdotal of taking flight males. Series of
data concerning these behaviour and also behatimerwere compared using student test,
Fisher-Snedecor test (ANOVA) and Kruskal-Wallisttegth R 2.4.0-A Language and
Environment Copyright, 2006.

RESULTS

B. fuscamales stimulated with extruded glands of callieméles exhibited a classic upwind

flight observed and described on several moth (Bdl&90).

In test with female sex pheromone alone (tablel@)% of tested males (N=18) elicited an
oriented flight up to the mid tunnel, then 84% matron to reach the pheromone source. 77%

landed and/or attempt to copulate with the pheraore.

When females glands are exposed in an environnigsiaots (tablel), maize (N=20) aid
purpureum (N=20) did not modify significantly the responst)% of pheromone source
contact, whereas when the plant was sorghum (N=R), level of response increase

significantly (P<0.05) to 95% of landing on pherarecource.
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S. glauca(N=19) andM. minutiflora (N=21) elicited almost the same level of behavidtar
both plants, one male did not flight at all. Thedleof landing on pheromone lure dropped to
73% and 71% forS. glaucaand M. minutiflora respectively, which is not significantly

different from attraction with female sex pheromahane.

The best score was obtained with sorghum (95% mtlact) and the worst withl. minutiflora
(71% of contact) but the difference is not sigrmifit between female (73% of contact) and
host-plants together (maize, sorghum &hdpurpureun (average = 85% of contact) and
between female and non host-plants toget8eiglaucaandM. minutiflora) (average = 73%
of contact), P>0.05.

Among the males which touched female, the timentateis not significantly different
between protocols (P>0.05). There is a high vditgin behaviour total time between and in
the same experiments. But there is no significaiférénce between female sex pheromone
alone and each plant plus female. Averages of hiet@viour are 54 sec., 44 sec., 68 sec., 33
sec., 35 sec., and 38 sec. for females, maizehsorgP. purpureum S. glaucaand M.

minutiflora respectively. General average is 46 seconds (B3ble

There is another behaviour which seems to be mgligilgle: time spent after midpoint of the
tunnel (table 2). Respectively for maize, sorghBmpurpureumandS. glauca40, 55, 56 and
64% of males spent more time after than before awdgunnel against only 14 and 33% for

females and/. minutiflora

Female calling behaviour data are shown in tabl€e3nales start to call 5h52, 5h20 and

5HO05 after the beginning of the scotophase for &aigorghum andM. minutiflora

respectively. These hours are not significantljedént with the control (P<0.05).
DISCUSSION

Host-plant compound integrated with female sex @m@ne can improve biological control

and pest management. Several studies describeplanst-effects on female pheromone

production and release and female oviposition. W &udies are interested in host plant
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enhancement of male attraction, probably becaude ama usually attracted by female even
in the absence of plant (Reddy and Guerrero, 2000).

For B. fusca sorghum, which could be the native host-plansyisergic of the male attraction
by female sex pheromone. Percentage of contaajngisantly increased in the presence of
this plant. For each plant or without plant, weaited a high percentage of female contacts
and the presence of maize, major host plant chbgdamales for oviposition, seems not to
modify male attraction behaviour. The behaviouretiitom the beginning to touch the female
is not significantly different between the diffetgorotocols.M. minutiflora repellent for
other insects, does not prevent male attractionveyder, in presence of a host plant (maize,
sorghum ofP. purpureum or a resembling plang( glaucg, males spend more time after the
mid-point tunnel. Generally, males pass the feraattturn around the plants. It is as if males
sought the calling female on the stems. All thdaatp are tall and raising-anatomy compared
to M. minutiflora creeping plant shape. With the females or with minutiflora which
appearance is very different from the other plathtsy go directly on the female. The plant
can be a visual indication of the presence of bngalemale and the males recognize the plant
more with appearance than with odour so the planhtreore for the last behaviours: flight
near or around the female, landing and copulatibengts, “visual behaviours”, than for
long-range attraction. Habitat natal experiencar(fits and Davis, 2006) can explain this
behaviour and, also, the improvement of male dttaavith sorghum. MaldB. fuscawere
raised in laboratory in the absence of cues from ratural habitat. However, laboratory
rearing is renewed by natural populations. Labeyaittssects can have prior estimates of the
value of parameters that affect habitat select®tarGps and Davis, 2006). Males seem to
recognize host plant even if they come from rearing

Landolt et al. (1994) worked on laboratory-reared cabbage loaopeth Trichoplusia ni
(Hubner) and male attraction in wind tunnel is erdeal by the presence of the host plant but
this effect could be due to an increase of femalkng or a synergy between pheromone and
plant odour. Females used were alive in the winthél contrary to our experiments so
variations in female calling behaviour need to beealforB. fusca

However, in Yanget al. (2004) experiments, attraction of reaf@gtlia pomonellanale moths

to synthetic sex pheromone compounds can be alsrgye by the presence of host-plant
volatiles, as inB. fuscawith presence of sorghum. Yamg al. (2004) used synthetic plant
compounds corresponding to only a part of the blexldased by host (GLV) instead of
plants. In our wind tunnel experiments, plants wkept in the same conditions than the

insects and corresponding to natural environmemrdution of volatiles was not checked.
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Experiments with synthetic blend of characteristtatiles from each plant can complete our

data.

Onset and period of calling do not vary accordmglant presence. Pheromone production is
not improved with the host plant and calling bebavican be observed even if there is not a
plant. Female calls as well on host plant thanepeltent plant or on control. No chemical is
necessary for calling posture and repellent odounfher insects can not prevent calling and
so mating behaviours. B. fusca calling behaviour seems to be regulated by ptestog and
humidity.

Reproductive behaviours & fuscawere not observed in natural conditions in fieldsting
can be developed in ancestral environment on waidjreim identify by ancestral prior
estimates and apparently recognized by males. laideHofsvang (2002) have shown that
sorghum is the most preferred host Barfuscaoviposition in host choice field experiments
and that highest infestation occurred on it. Thghast larval density was found on maize and
sorghum. In natural populations, maize can be npereeived by wild female like a huge

source of larval nutrition.

Plants are essential to the survival of the laraad could be more linked with female
behaviour during oviposition behaviour. Gravid féasaseem to be a stronger link with host-
plant so the plant choice is in relation to larfeeding and development. Some insect are
closely linked with their host-plant lik®strinia nubilalis(Pelozuelcet al, 2004). Adaptation
of B. fuscato the cultivated maize can be due to the presehoeore nutritional value and
food in large quantity for larvae development amthie female oviposition choice.

To our knowledgeB. fuscamate place is not on crops. These insects probahtg on wild
plant along fields, maybe on wild sorghum, whichuldobe the native planB. fuscamales
seem to be more attract by sorghum than by theothants, including maize. Host shift to
colonize maize and sorghum crops would fall instefeithe female behaviour. Gravid females
seem to be more sensitive to plant odours thanlésnma males. Gravid females are repelled
by M. minutiflora (Calatayud, unpublished results) and attractedP.tgourpureumand S.
bicolor (push-and-pull) (Kharet al. 2000, Cooket al, 2007). Male attraction behaviour
synergized by the presence of sorghum must bedakito account to establish chemical
biocontrol against this pest. Adding sorghum vigatinto pheromone traps could incre8se

fuscamale captures.
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Electro-physiological experiments could be madariderstand exactly the specific chemical

compounds of sorghum.

TABLE 1. PERCENTAGE OFB. FUSCAMALES EXHIBITING NO FLIGHT (NF), ANEMOTAXIC FLIGHT
(AF), BEFOREHALFWAY FLIGHT (BHF), HALFWAY FLIGHT (HF), APPROACHINGFEMALE LURE
(AL), LANDING ON FEMALE OR COPULATION ATTEMPTS (L / C) TOWARDS FEMALES SEX
PHEROMONEWITH OR WITHOUT PLANT IN WIND TUNNEL.

Attractive number of Males responding to assessment criteria
males tested NF AF BHF HF AL L/C
Females N=18 0% 0% 100% 83% 83% 78%

Z. mays N=20 0% 5% 95% 80% 80% 809

P. purpureum N=20 0% 5% 95% 95% 85% 80%
S. bicolor N=21 0% 5% 95% 95% 95% 959

S. glauca N=19 5% 5% 85% 84% 74% 74%
M. minutiflora N=21 5% 0% 95% 71% 71% 719

TABLE 2. AVERAGE BEHAVIOUR TIMES FORB. FUSCAMALE ATTRACTION BEHAVIOUR BY B.
FUSCAFEMALE SEX PHEROMONEWITH OR WITHOUT PLANT IN WILD TUNNEL

. : time before mid- time after mid-
latency time| total time . .
. point tunnel point tunnel
time (sec.) Std Std
time d time time Std dev time Std dev
ev dev
Female 42.8 | 34.3|54.3/36.2| 354 27.1 18.9 33.1
Z. mays 475| 28.8|43.9/25.9| 26.4 21.4 19.1 18.8
S. bicolor | 43.4| 27.9 |168.2|51.5] 18.2 24.3 43.6 44.8
P. purpureum| 58.4 | 33.9[33.3]12.6] 15.6 13.1 17.7 9.5
S.glauca | 65.4| 44.6 |35.4/20.0f 12.4 12.7 23 19.6
M. minutiflora| 54.8 | 40.9 | 37.8|21.9] 23.0 19.3 15.1 15.0
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TABLE 3. HOURS OFFEMALE CALLING BEHAVIOUR AFTER THEBEGINNING OF THESCOTOPHASE ONMAIZE, SORGHUM AND M. MINUTIFLORAIN

COMPARISON TOCONTROL AND PERCENTAGES OFCALLING FEMALES.

Age of . Callin Callin Callin Callin L Callin Callin

feilale Lk female;"%q O f‘emales‘fg'N Sorghum females?N CEatz femaleﬁq WALl females?'N eatl females%N
1 day Shal 0% 5h21 T0% 4dh 33% 3h30 330 no call 0% o call (%4

2 days | Sh36 0% Sh3= 100%% dh07 100%% dhd 5 100%% Shid 100%% dha0 100%;

3 days | Sh33 2004 Sh30 A0% Zh54 100%% Ahi& 11% S5h3z 75 Shds 66%

4 days | Sh30 &0% Shds 60% &h 33% Sh3é 11% Sh30 5% &h30 &6%

5days | ShZ7 E0%4 Shos 0% Sh3B 14%% Shls 14%% 4h15 5004 dhl5 66%0

& days | Sh2d 0% Sh2B 0% Shlis 29%4 3h36 14%%

T days | Sh36 30%4 Shaé T0% Sh2s 10%4 dh05 1094

8 days | Sh2d £0%g &h 60 &h10 25% She 25%%

9days | Shal E0%g 6h3é A0% &hls 25% Shels 25%%

10 days | 6hd2 40%; Shdz 208 &h 30% Shdl 1094

11 days | £h42 1094 6hs7 10%4 th 10%% Shels 1094
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V. Le systéme de reconnaissance du partenaire sexans s
populations identifiées par les marqueurs mitochand et nucléaires
chezBusseola fuscarelation entre le génotype, la phéromone et le
comportement

Dans le cas de I'espeée fusca des études au niveau génétique ont permis deenaettpoint
des marqueurs mitochondriaux (Sezomtnal.,2006a et 2006b) et microsatellites (Faure et
Silvain, 2005). Différentes populations au seinl'dspéceB. fuscaont pu étre mises en
évidence grace a l'analyse de ces deux types dgqumans dans le cadre d’'une approche
phylogéographique. Ces populations ont des carsiitgies en liaison directe avec la
répartition géographique. L'isolement géographidaepopulations a l'intérieur d’une espece
peut donner lieu a de la divergence du SMRS ersepopulations et a une rupture de la
reconnaissance spécifique (Hall et Harvey, 2008)blit de ce chapitre est de déterminer s'il
existe une corrélation entre la variabilité généigbservée et une éventuelle divergence du

SMRS entre des populations définies au sein d’'spece.

L’étude de la diversité mitochondriale des difféesnpopulations géographiques de I'espéece
B. fuscaa permis de caractériser trois clades d’haplotypdaide du fragment du géne
mitochondrial codant pour le cytochrorh€Sezonlinet al.,2006a et 2006b et Figure)1Qe
génome mitochondrial, transmis uniquement par laemest indépendant et son taux de
divergence est environ quatre fois plus élevé clei du reste du génome. C’est un outil
privilégié dans des études de systématique ou ggdographie, en particulier sur des
périodes relativement bréves (Avise, 1987 ; SimneaWeller, 2001).

En Afrique de I'Ouest, tous les haplotypes appangmt au méme clade appelé le clade
Ouest, notdV. En Afrigue de I'Est, les haplotypes se regroupamtdeux clades de taille
différente : le cladeKl, minoritaire, et le clad&KIl , majoritaire, qui contient aussi les

individus provenant du Cameroun (Figure 10).
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Figure 10 : Distribution géographique des individuduscaet les centres putatifs d’origine des trois
clades mis en évidence par les analyses phylogg&est(Sezonliet al, 2006b).
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= vallée du Rift

Figure 11 : Carte du Kenya regroupant les localitegprélevements dés fuscaet description des
trois populations réalisées par le logicB#nelandau Kenya a l'aide de c& fusca(Dupas, résultats
non publiés).
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D’apres Sezonliret al. (2006a), en Afrique de I'Est, les clad€k et KIl sont issues d’une

séparation datant d’environ 1,5 millions d’annéafrence résultant des taux évolutifs du
cytochromeb (Brower, 1994). Les individus de ces deux claded actuellement présents en
sympatrie et se reproduisent entre eux. Nous saygiis s’hybrident en laboratoire, capacité

qui est confirmée par les données nucléaires.

Les clades Est et Ouest ont aussi été séparésehnyiron 1,5 millions d’années et dans I'état
actuel de nos connaissances, ils sont toujourspaligues. La seéparation entre les
populations Est et QOuest se situe grossieremenhieeau de la ligne volcanique du
Cameroun, mais sa localisation exacte n’a pas ermuoétre précisée. Il n’est pas impossible
gu'il existe une zone de sympatrie a cet endr@tniveau de divergence entre ces trois clades
d’haplotypes est relativement élevé (2,5%), toutraestant inférieur a ce qui existe entre de

« vraies » especes de noctuelles foreuses (SilZamm. Pers.).

Une approche a l'aide de marqueurs microsatelitapporté des données sur I'histoire plus
récente des populations d& fusca Les microsatellites sont de courtes régions d’ADN
présentant un motif répété qui peut étre dinudiémiie (CA), trinucléotidique (CAT) ou
quadrinucléotidique (CATG)et le nombre de répétitions est en moyenne de 30. &es
marqueurs, aussi nommés STR pour « Short Tanderealep, appartiennent a la catégorie
plus large des marqueurs présentant un nombreblante répétitions dites en tandem ou
VNTR pour « Variable Number of Tandem Repeats s fnécrosatellites sont présents dans
le génome nucléaire de la plupart des Eucaryoteguid 1989, ces margueurs sont de plus en
plus utilisés en génétique des populations et, dassmoindre mesure, en phylogéographie,

car ils sont hautement polymorphes et considénésmemneutres (Jarne et Lagoda, 1996).

La recherche de locus microsatellites dans le génieB. fuscaa conduit a la mise au point
de sept marqueurs microsatellites polymorphes sitie @spéce (Faure et Silvain, 2005). Les
noms et caractéristiques des sept locus sont gétaits I'annexe 3es marqueurs ont été
utilisés pour étudier la structure génétique desufaiions deB. fuscaet I'étude en cours
confirme la séparation entre I'Afrique de I'Est I&&frique de I'Ouest déterminée par le
marqueur mitochondrial. lIs ont aussi permis detmaeén évidence, via l'utilisation du
logiciel Geneland(Guillot et al, 2005), trois populations au Kenya : une poputati@nya

Nord (jaune), une population Kenya Ouest (vert &ret une population Kenya Centre (vert

117



Variabilité intraspécifique

clair) séparée des deux autres par la vallée dyRifpaset al, résultats non publiés, Figure
11). Les facteurs a l'origine de la séparationeshds populations Kenya Nord et Kenya Ouest

ne sont pas connus.

Lors de notre étude, tous les individus de I'esp@cduscapris en compte soit pour les
analyses physico-chimiques, soit pour les eétudesipodementales, ont ensuite été
caractérisés a l'aide d’'un fragment du géne mitadnial codant pour leytochrome tet des
sept locus microsatellites. Nous avons aussi étleliécapacités de reconnaissance des
partenairessexuels entre des individus de différentes popariatigéographiques a partir
d’individus d’Afrique de I'Est prélevés dans la meg dans la région de Kitale, a partir
d’insectes élevés au laboratoire de I'ICIPE etdas individus d’Afrique de I'Ouest (Attogon

— Bénin). L'objectif poursuivi était de vérifier kzapacité de ces populations a communiquer
sur la base des phéromones sexuelles et de titeder une éventuelle divergence du SMRS
dans ces populations se développant soit en symmgatirique de I'Est) soit en allopatrie
(Afrique de I'Est et de I'Ouest). Chaque individenfelle a été caractérisé par sa composition
phéromonale et des caractéres génétiques ; chadivkdu male a été caractérisé par son
comportement d’attraction et par des caracteresétiggues. L’hypothése d’une divergence du
SMRS liée a un isolement géographique et caraétnmr les marqueurs génétiques est

discutée aux vues des résultats.

1. Matériels et méthodes

Insectes.Les individus testés en tunnel de vol provienngit de I'élevage ICIPE,ii) de

Kitale, une région de I'Ouest du Kenya, ou se teowuwme majorité d’individus du clade
mitochondrial KI (Sezonlinet al, 2006a), ifi) d’Afrigue de I'Ouest, plus précisément
d’Attogon au Bénin. Les analyses phéromonales aét réalisées sur des femelles de
différentes régions d’Afrique : quarante-quatre éies proviennent d’Afrique de I'Est : soit
de I'élevage ICIPE (N=24), soit sont prélevées dansature (N=20) ; vingt-huit femelles
d’Afrique de I'Ouest sont prélevées dans la natlles détails de I'échantillonnage sont
décrits dans le tableau 1 de l'article « A new ghsiinto pheromone communication in

Busseola fusca présent dans ce manuscrit).
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Etude comportementalees expériences d’attraction croisée ont étégéadi dans les mémes
conditions de tunnel de vol que celles décritesgaémment. Le tunnel de vol utilisé (1,90m
de long, 80cm de large et 45cm de haut) est tr@yes un courant d’air en flux laminaire de
0.6m/s. La température est maintenue a 23x2°C,nlitite est de 45 a 50%. Les
comportements des insectes sont filmés par uneraaHitachi KP 161 CDD noir et blanc
équipée d’'un objectif Nikkor 60mm 1:2,8 D. et reli&@ un magnétoscope Panasonic AG-7330

et placée au-dessus du tunnel.

Variabilité de la composition phéromonaleLes phéromones ont été extraites
individuellement sur chaque femelle par la méth8B&E (Fréroet al, 1997). L’'analyse des

compositions phéromonales se fait par chromatoggaph phase gazeuse couplée a un
spectrometre de masse (GC-MS), et par chromatogragyn phase gazeuse (GC). Les
matériels et méthodes utilisés sont décrits plésipément dans I'article « A new insight into

pheromone communication Busseola fusca présent dans ce manuscrit.

Extraction d’ADN.Les ADN de tous ces insectes sont extraits argirtthorax et des pattes,
avec le kit DNeasy® Blood and Tissue Kit (QIAGEN) @nservés a -20°C. La téte,
I'abdomen et les ailes de chaque insecte sont nagFsen vue d’'une éventuelle confirmation

d’identification.

Amplification PCR.Le fragment de géne codant pour le cytochrdmest utilisé pour
distinguer les trois groupes d’haplotypes mitochi@ck chezB. fusca(haplotypeKl, Kil ou
W). Le génotypage des haplotypes mitochondriauxagepfr digestion enzymatique apres
une amplification par PCR. Cette amplification e&tlisée avec les amorces CP1 (5'GAT
GAT GAAATT TTG GAT C 3") et Tser (5'TAT TTC TTT AT ATG TTT TCA AAAC 3))
(Figure 12). Le programme du thermocycleur esuleast : une dénaturation initiale & 94°C,
suivie par 40 cycles de 1min a 94°C, 1min30 a 4€Y6in30 a 72°C, puis une extension
finale a 72°C pendant 5min. Le mélange PCR utéstéle suivant : 5 pl de tampon 5X, 3 pl
de MgCt (25 mM), 1 pl de chaque amorce (10 mM), 0.6ul N&®s (10mM), 1 ul d’ADN

et 1U de ofTagpolymérase Promega pour 25 pl de mélange de oéacti
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Figure 12 : Schéma du fragment du gene mitochdneivdant pour le cytochronteavec les amorces
utilisées lors des séquencages et les zones daresuges enzymes de restriction.

Digestion enzymatiqud.a digestion sur ces fragments de PCR se fait deex enzymes
différentes (Figure 12) selon que les individusBlefuscaproviennent d’Afrique de I'Est
(deux clades d’haplotypes) ou d’Afrique de I'Oudanh clade d’haplotypes). Les deux
réactions enzymatiques se font dans un thermoayal8d°C pendant 6 heures.

Pour les clades de I'Afrique de I'Est, I'enzyiBo Il coupe la séquence du géne codant pour
le cytochromeb amplifié au niveau du site de restriction A | GATGitué a deux endroits
(606 et 885 bases) pour le type |, ce qui produit deux coupumeis a un seul endroit (885
base) pour le type Il, ce qui ne produit q'une secbupure. Au final, la révélation de
I'électrophorese sur gel des fragments produits lpadigestion enzymatique donne trois
bandes pour les types | et deux bandes pour les typ

Pour les clades de I'Afrique de I'Ouest, nous aveékectionné I'enzym@su 36 lqui a
comme site de restriction : CC | TTAGG. Ce sitepegsent chez le type Ouest a la position
478 du gene codant pour le cytochromet absent chez les types Est. Ce géne sera coupé
uniguement chez le type Ouest, ce qui permettraagteir a quel type appartient l'individu

étudié sans procéder a un séquencage long et golteu

Marqueurs nucléairesSept marqueurs microsatellites polymorphes idéstipar Faure et
Silvain (2005) sont utilisés pour traiter 75 makisfemelles deB. fuscatestés dans les
expériences de comportement ou dont la phéromoneke a été analysée. Le mélange pour
les PCR est le suivant : 1ul d’ADN dilué 10 foigil e tampon 10X, 2ul de Qsol, 2ul de
dNTPs, 0,2ul de chaque amorce (sauf pour le lo@€878 0,4ul de chaque amorce), 0,05ul
de Taq polymérase Hotstart Qiagei (0,25U) pour 10ul de mélange. Le programme du
thermocycleur est le suivant : une dénaturatiotialei a 94°C, suivie par 40 cycles de 1min a
94°C, 1min30 a 46°C, 1min30 a 72°C, puis une exteninale a 72°C pendant 10 min. La
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séparation et la détection des locus microsatelbe fait par une électrophorese capillaire
réalisée sur un séquenceur automatique AppliedyBiesis International PRISM®310. Les
détails du protocole sont décrits dans I'annexe 3.

Pour I'étude a I'aide des locus microsatellitesysiavons utilisé le programn@tructure2.2

(http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure.htnialushet al, 2007) pour étudier les relations

existant entre nos individus, en s’appuyant surrdssiltats du logicieGenelandutilisé par
Dupaset al. (Comm. Pers.). Le logiciebtructureregroupe les individus en fonction de leur

association de génotypes et crée des populations.

2. Résultats : variabilité de la composition phéronenaes individus
femelles et de réponse des maledBBdsseola fuscaaractérisées avec le
marqueur mitochondrial

Variabilité phéromonale entre les populations digfre La variabilité phéromonale est
décrite dans l'article « A new insight into pheramocommunication irBusseola fusca
présent dans ce manuscrit. Les analyses physicagies (GC et GC-MS) de 72 femelles de
B. fuscamontrent que les phéromones sexuelles des dif&ygopulations sont constituées
des mémes composés chimiques. Nous notons unebiliFiandividuelle importante et
présente dans chaque population. Cette varialpbiée essentiellement sur les ratios des
différents composés et aucune différence signifieatne caractérise une population
particuliere. La composition phéromonale ne difiéie pas les populations d’Afrique de
I'Est et d’Afrique de I'Ouest. De méme les popuwat d'élevage ne sont pas différentes des

populations sauvages.

Comportement croisé entre les populations d’Afridad’Est Les expérimentations en tunnel
de vol montrent que l'inter-attraction entre lepplations étudiées est possible (Figure 13).
La totalité (100%) des males de I'élevage ICIPEeatie un vol orienté vers une source
constituée d’'une femelle sauvage (Kitale), coni&&our les males sauvage (Kitale) vis-a-
vis d’'une femelle d’élevage. Avec une femelle sgeya80% des males d’élevage touchent la
source contre 60% des males sauvages avec uneldentiélevage. L'élevage n'a
apparemment pas eu d’influence sur I'éthologi®diisca
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Pourcentage de males

100%
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60% -

40% -

20% A
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Négatifs Vol orienté Contact Comportements
observés

O males sauvages - femelle d'élevage
m males d'élevage - femelle sauvage

Figure 13 : Pourcentage des comportements (maggdifse vol orienté et contact) entre les individus
sauvages et les individus d’élevage.

La moyenne du temps de latence des males sauvsiggs @0 secondes (écart-type 40,3) et
celle des males d’élevage est de 75 secondes -{gpard9,9). Les males sauvage (N=3)
mettent 122 secondes (écart-type 60,4) et les ntbddsvage (N=4) mettent 81 secondes
(écart-type 73,3) pour entrer en contact avec épsefles. Nous n’avons pas pu faire de
statistiques du fait du faible nombre de répétdieffectuées, mais il faut noter que les méales
sauvages mettent plus de temps que les males smupagr entrer en contact avec la femelle.
Nous pouvons émettre I'hypothése que les malesewi§e sont moins sensibles aux

manipulations et aux conditions expérimentaleslgsienales sauvages.

Comportement croisé entre les populations d’Afrigiee 'Est et d’Afrique de I'Ouest.
L’interattraction entre les males d’Afrique de I'ént et les femelles d’Afrique de I'Est est
possible. Sur 12 males d’Afrique de I'Ouest (Attogdénin) testés avec des femelles
d’Afrique de I'Est (ICIPE), 92% des males effectuan vol orienté (N=11) vers la source de
phéromone et 50% des males entrent en contactlawssurce phéromonale (N=6). Un seul
male n’'a pas répondu. Le temps de latence moyedeeétl secondes (écart-type 35,8), le
temps moyen mis par le male pour atteindre le danmel est de 23 secondes (écart-type
10,2) et le temps moyen pour entrer en contact &esource de phéromone est de 28

secondes (écart-type 8,9).
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Analyse a l'aide du margueur mitochondriéfanalyse a I'aide du marqueur mitochondrial
codant pour le cytochromgnous a permis de définir la population de I'élevdGIPE. Cet
élevage comporte les typ&$ et KIl dans une proportion équivalente a celle de lareatu

c'est-a-dire 37% d’individus appartenant au clatemotypesKl .

Les analyses des 72 femelles, dont la phéromorté aléntifiée, séparent ces femelles en
trois clades d’haplotypes mitochondriaugl ( KIl et W), qui correspondent a ceux décrits
précédemment (Sezonlet al, 2006a). Ces analyses confirment que touteseleglfes qui
proviennent d’Afrique de I'Ouest sont du typdé En ce qui concerne les individus d’Afrique
de I'Est, nous n'avons mis en évidence que tromeles d’haplotype EsKI, toutes les
autres femelles sont du typdl . Ces données confirment le fait que le clade ddtgpes

KIl est majoritaire en Afrique de I'Est. Les individgge I'on retrouve dans les trois clades
mitochondriaux ne sont pas caractérisés par un@aesition phéromonale particuliére.

Nous avons identifiés a quel clade d’haplotypesagmnnent les femelles et les males testés
en tunnel de vol. Les individus d’élevage sont dpetKIl et les femelles et les males
sauvages provenant de Kitale sont du tigbe L’interattraction est donc possible entre les
deux clades d’haplotypes d’Afrique de I'Est. On pait penser, a la vue de ces résultats, que
les méles de typ&l sont moins réactifs a la phéromone de tyfle que linverse.
Seulement, le nombre de males testés (N=5) ne pepae deffectuer des analyses

statistiques.

Nous avons mis en parallele les résultats du commmpeant des males en tunnel de vol avec les
résultats obtenus a I'aide du marqueur mitochohdagdant pour le cytochromig Pour ces
résultats, les individus analysés proviennent éleVage et sont caractérisés moléculairement
apres les tests de tunnel de vol. Nous avons ajcutées résultats les males d’Afrique de

I'Ouest, qui appartiennent au clade d’haplotypés

Pour les males dB. fuscad’Afrique de I'Est, testés en tunnel de vol avacphéromone
sexuelle femelle, le temps de comportement estvagable. Nous n‘avons pas pu mettre en
relation le fait que les males soient positifs @gatifs avec le polymorphisme au niveau des

haplotypes mitochondriaux (Figure 14).
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TypeKIl Négatif )

TypeKill Vol aléatoire

TypeKll Négatif

TypeKil Positif Phéromone
TypeKil Positif > ?g;‘gl'f
TypeKIl Positif

TypeKill Positif

TypeKI Positif

TypeKl Vol aléatoire _J

Figure 14 : Variation de comportements des mald3.descaqui ne répondent pas (négatifs), qui ont
un vol anémotaxique ou qui entrent en contact daguhéromone sexuelle femelle Be fuscaen
tunnel de vol en fonction de la variabilité obsera# niveau haplotypique.

Nous n’avons pas pu corréler les données de terapsothportement avec les données
moléculaires (Figure 15). Par exemple, un male lddecd’haplotype«Il peut mettre 185
secondes comme 10 secondes pour atteindre la &(fietthes sur le graphique). Le temps de
latence peut étre d’environ 40 secondes quelquelesalade d’haplotype&l, KIl ou W

(étoiles sur le graphique).

180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80
60 -
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20 - (

0 \Kil Kl W ) Kl Kl W I Kl W
Y Y

e
latence VO 1/2 contact

secondes

Figure 15 : Durée de divers comportements (tempktace, temps de vol jusqu'au demi-tunnel
(VO1/2) et temps de vol jusqu’au contact avec tadke) des males dg. fuscamis en contact avec la
phéromone femelle dB. fuscaen tunnel de vol en fonction de la variabilité etve au niveau
haplotypique.
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3. Résultats : variabilité de la composition phéronenaes individus
femelles et de réponse des male8dsseola fusca I'aide des marqueurs
nucléaires

Nous avons utilisé le logiciébtructurepour analyser les 75 individia fuscaa l'aide des
marqueurs microsatellites. Nous avons utilisé ddsvidus précédemment analysés a l'aide
de ces mémes marqueurs (Dupdsal, résultats non publiés), ainsi que nos individus
précédemment analysés en comportement pour les eiad®nt la phéromone a été identifiee
pour les femelles. Ces individus apparaissent Eidér sous forme d’'un numéro encadré en
rouge. Le logicielStructurepropose de regrouper les individus dans deux apsntlations
différentes. L'analyse menée par Dumdsal. (résultats non publiés) suggere I'existence de
trois populations au Kenya et si nos individus @nt partie, ils devraient se rattacher a I'une
ou l'autre de ces populations. Lorsque nous anafysda sortie graphique correspondant a
I'hypotheése de structuration des individus en trpapulations, nous remarquons que la
majorité de nos individus, notamment les individasivages, se rassemble dans une méme
population. Nous avons donc observé le résultaespondant a I’hypothese de structuration
en quatre populations (Figure 16). Nous observares39% des individus (N=56) provenant
de I'élevage forment une population différenciégaeme par rapport aux autres individus qui
se répartissent dans trois populations. A l'intéride cette population jaune, nous retrouvons
des individus sauvages. Quelques individus dev&ge (N=13) se trouvent dans les trois
autres populations et il pourrait s’agir d’indiveltecemment issus des insectes prélevés dans
la nature pour renouveler I'élevage ICIPE.

Les trois populations restantes sont plus ou mabies corrélées aux trois populations
suggérées par le program@eneland La population 1 (rouge) contient 77% des indigidie

la population Kenya Centre, la population 2 (vertemprend 50% des individus de la
population Kenya Ouest et la population 3 (bleueingorte 81% des individus de la
population Kenya Nord.
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Figure 16 : Diagramme en barres (barre plot) regmtast les taux d’assignation des individus aux
guatre populations définies par le logiciel StroetuChaque barre correspond a un individu, chaque
couleur représente une population et les individumsadrés de rouge appartiennent a notre
échantillonnage. Les valeurs en ordonnée représeet@ourcentage d’'appartenance d’un individu a
une des populations.
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4. Discussion

Les males et les femelles, qu’ils appartiennent @exx clades d’haplotypes d’Afrique de
'Est ou au clade d’haplotypes d’Afrigue de I'Ouesbnt interattractifs. Les variations de
composition de la phéromone sont aussi importardedintérieur des populations
d’haplotypes qu’entre les divers groupes d’haplesypnitochondriaux. A partir de ces
résultats, nous pouvons dire gu'’il n'existe paddeiere liée a une différence dans le SMRS.
Le SMRS ne semble donc pas avoir divergé entrepogsilations, méme pour les deux
populations d’Afrique de I'Est et d’Afrique de I'@st de nos jours encore en situation
d’allopatrie.

L’élevage en laboratoire ou la séparation ancienais persistante entre les individus de I'Est
et de I'Ouest n'ont eu aucune influence sur I'élged des males dB. fusca méme s'il
apparait que les males d’élevage semblent étresnseinsibles aux expérimentations que les
males provenant de la nature. Les maleBdéuscad’Afrique de I'Ouest sont fortement
attires par les femelles d’Afrique de I'Est. Le mjae de disponibilité en matériel ne nous a
pas permis d'effectuer les tests inverses. Noupawwons pas exclure I'existence d’'un
isolement comportemental asymétrique, méme s'ihipgreu probable du fait de la non-
différenciation des compositions phéromonales. différenciation allopatrique n’a donc pas
eu lieu ni au niveau phéromonal, ni au niveau daummtement d’attraction des males. Une
remise en contact de ces deux populations géogragdi aurait probablement pour
conséguence un nouveau brassage génétigue. Cedepzpg doivent étre vérifiées et
confirmées par des expérimentations dans leur uniigurel et notamment en Afrique de
'Ouest. L'absence de différenciation du SMRS, malgles barrieres reproductives
importantes, a été montrée aussi au sein de l'esfecnonagrioides Il existe trois
populations géographiques en France, en Espagren dbrece, sans différenciation du
mélange phéromonal. De plus, les males d’'une ptpalegpondent a la phéromone sexuelle
femelle d’une autre population (Krokesal, 2002).

ChezB. fusca il n’y a pas de correspondance entre le polymemé phéromonal et la
structuration génétique des populations telle ggaglée par Il'utilisation d’un marqueur
mitochondrial. Pour ce qui est de la compositiorérpmonale, il n'existe donc pas de
phérotypes différents selon I'origine géographiguel’appartenance a un groupe géneétique

donné.
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L’absence de différence phéromonale entre les itasy appartenant aux deux clades
d’haplotypes mitochondriaux d’Afrique de I'Est pedtre expliquée par le fait que les deux
clades d’haplotypes | et Il sont de nos jours préssen sympatrie au Kenya et qu'’il peuvent
s’hybrider naturellement. S’il existait des diffeoes lorsque les populations étaient sépareées,
il N’y a pas eu de renforcement de ces différetmmssde leur remise en contact.

L’absence de phérotype différent entre les popanatid’Afrique de I'Ouest et d’Afrique de
'Est montre que la différenciation génétique okiger ne s'est pas traduite par une
différenciation des composantes du SMRS. Les deypulptions d’Est et d’Ouest ont été
séparées il y a approximativement 1,5 millions d&es, compte tenu du taux de divergence
d’environ 3% observé sur la portion du gene mitochial codant pour leytochrome b
(Brower, 1994). Cette séparation est vraisemblabidriée a la formation et a la présence de
la Ligne Volcanique du Cameroun. Malgré cette s#par relativement ancienne, et
I'absence vraisemblable de flux de genes entr@dgsilations occupant les deux moitiés de
I'Afrique, il n’y a pas eu de divergence des conifioss phéromonales, que ce soit par un
changement de ratio ou par I'ajout d’'un composé&edes deux populations. Le maintien de
ce caractere nous ameéne a formuler plusieurs hgpesit (1) 'absence de flux de genes
pourrait ne pas étre absolue au niveau de la Mph&anique du Cameroun ; (2) I'isolement
géographique n’exerce pas de pression sur le SMR& divergence est trop récente pour
s’accompagner d’'une différenciation du SMRS ; @3ence de différenciation du SMRS au
sein de I'especB. fuscapeut étre due a son statut de ravageur, qui sedeip rapidement et

a I'adaptation aux cultures de mais et de sorghiosant des milieux de reproduction stables,
qui n'exercent pas une pression de sélection de &jmentaire ; (5) Les changements du
SMRS peuvent étre une réponse a un changementitdhall d’environnement et les
différences d’habitats actuels entre I'Est et I'©use sont pas suffisamment prononcées pour
exercer une pression différentielle sur le SMRS cAatraire, que I'on soit a I'Est ou a I'Ouest
de I'Afrique, les populations dB. fuscasont adaptées aux cultures de sorgho et de neais, c
qui peut exercer une pression de sélection « &atrite » sur I'ensemble des populations en
favorisant certains génotypes ; (6) L'action dedéive génétique peut aussi provoquer cet
effet : les caractéristiques du SMRS Blefuscasont sélectionnées et tous les individus qui

présentent une phéromone ou un comportement difféomt contre-sélectionnés.

L’analyse des données des marqueurs microsatelit¢aide du logiciel de traitement
Structurenous indique que les individus provenant de I'afgy ICIPE en Afrique de I'Est

présentent en majorité le méme profil, qui corresipait a une structuration due a I'élevage
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ou a une contre-sélection des individus qui difiér&lous ne pouvons donc pas les assigner a
I'une des trois populations décrites pour le Keaypartir de I'analyse des locus nucléaires
microsatellites Geneland. Par contre, nous avons quelques difficultés @npendre
pourquoi les individus sauvages (Narok, Kisii) sérauvent dans cette population et que
certains individus d’élevage sont dans les poputatidéfinies par Dupast al. Nous ne
pouvons pas expliquer cela dans la mesure ou reaenmaissons pas I'histoire des individus
sauvages et d’élevage que nous avons recu d’Afrique

ChezB. fusca I'espece est clairement séparée en trois cladexmondriaux et plusieurs
populations microsatellites sans que I'on n'ardvaentifier de variabilités phéromonale ou
comportementale. Notre travail nous a permis deociérar que les males négatifs en tunnel
de vol n'appartiennent pas a une population difféiée par les marqueurs utilisés.

Aucune étude n’a mis en corrélation des donnéespodementales avec des données
génétiques. Par contre, en ce qui concerne lesédsnphéromonales, nous pouvons citer
I'exemple dO. nubilalis La différence phéromonale trées marquée chez pédbptere est
reflétée par certains genes nucléaires (Thoshad, 2003 ; Dopmaret al, 2004), mais pas

par des genes mitochondriaux (Margtral, 1999).
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Conclusion

Le comportement d’appel des femellesBlduscaest limité dans le temps, mais ne varie pas
avec la présence d'une plante, héte ou non-hote.mades da. fuscasont attirés pendant
cette période d'appel et leur comportement dafivac correspond au comportement
caractéristique décrit chez de nombreux LépidopteEans leur réponse, les males de
B. fuscatolerent des variations du ratio des composéa gaéromone sexuelle femelle de 5 a
10%. Cette tolérance correspond au polymorphismsergb au niveau de la composition de la
phéromone sexuelle femelle. Le sorgho, plante Ingimuement originelle d8. fusca
semble avoir une action synergique sur le compantérd’attraction du male stimulé par la
phéromone sexuelle femelle, comme démontré dartgkasur les plantes. Les femelles et
les males d8. fuscas’attirent méme s'ils n'appartiennent pas aux nggreupes génétiques
ou géographiques. Le SMRS n’a pas varié entre ifeyehtes populations africaines e

fuscg méme pour les populations d’Est et d’Ouest enearallopatrie.

Le comportement de cour @ fuscaest tres court et tres simple sans l'interventiame

phéromone sexuelle male. Ce comportement rapideletifférencié joue un faible réle dans
I'acceptation du méale par la femelle. Nous pouvénwettre I'hypothése que le systéeme de
reconnaissance du partenaire sexuel éhdascarepose principalement sur I'émission par les
femelles d’'une phéromone sexuelle particuliereogbplexe. Notre travail a porté autant sur
des individus prélevés dans la nature que surrgidus d’élevage et nous sommes donc
surs que la mise en place d’'une surveillance ehed’lutte biologique efficace contre ce

ravageur peut profiter de I'utilisation de la corapion phéromonale que nous avons décrite.

L’étude populationnelle dB. fuscadevra étre complétée par des expériences en tdanall
entre des individus appartenant aux haplotypes Kitstet Kll , puisque le nombre de
répétitions lors de nos tests était faible. Il gerséressant aussi de rechercher une zone
d’hybridation possible entre les individus appaatgnaux haplotypes Est et Ouest (ligne
volcaniqgue du Cameroun). Le SMRS ne varie pas etd® populations. Si ces deux
populations possédaient une aire de répartitionncane, un phénomene de renforcement a
peu de chance de se produire du fait de I'abseaaddix du géniteur par la femelle lors du
comportement de cour et du fait de la fenétre denge assez large du méle. Si on se base sur
le concept de l'espéce de Paterson, les populatienB. fuscane sont pas en voie de

spéciation.
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La connaissance de I'histoire des individus prownemke la nature ou de I'élevage peut nous
permettre de comprendre I'analyse des données saimitites, que nous interprétons comme

un effet di a I'élevage.
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Cinquieme partie: Les modalites de
I'isolement reproducteur entre les especes
du genradBusseola
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Le genreBusseola

|.  Approche d’écologie chimique: étude de [isolement
reproducteur entrBusseolghaia Busseola segetet Busseola fusca

Au Kenya, il n'existe pas de barriere géographiguées interactions enti. fuscaet
respectivemenB. segetaa I'Est de la vallée du Rift &. phaiaa I'Ouest de la vallée du Rift.
B. fusca B. segetaet B. phaiaprélevées dans différentes localités ont des gésiale vol
communes au Kenya (Calatayud et Frérot, Comm.)P&sologiquement, nous savons que
chacune des trois especes est spécialisée surlamte-p6te différente et quB. fuscane
s’observe que dans les zones cultiv&sphaiase rencontre sUP. purpureumet B. segeta
sur P. deustum(Le RU, Comm. Pers.). Comme chez d’autres Noctujplaytophages, ces
especes offrent des cas intéressants de passagieafpgalu du compartiment sauvage au
compartiment cultivé ou des cas de fidélité a Endhdémique.

Comme nous l'avons démontré dans lintroduction, skesteme de reconnaissance du
partenaire sexuel (SMRS) est un facteur importantndintien de l'intégrité des especes. Le
SMRS est le fruit de I'évolution et sa variatiorupétre un moteur de la spéciation. Dans le
cadre de l'étude sur ce complexe de trois espgmesshes d’'un point de vue de la
systématique classique, mais isolées par des paemg&ographiques et écologiques, il était
intéressant d’étudier les composantes de leurnsaié reproducteur.

Les différentes étapes que nous avons étudiéesiiepayvent mener a leur isolement
reproducteur sont les suivantes. (1) La périodeegeoduction de chaque espéce va étre
déterminée par I'observation du comportement d’appez les femelles. (2) Les phéromones
sexuelles femelles dB. segeteet B. phaiasont ensuite identifiées et comparées au mélange
phéromonal que nous avons décrit p8urfusca Il sera intéressant de voir s'il existe une
corrélation entre les niveaux de parenté obsemtrs &s especes ou populations étudiées et
les mélanges phéromonaux et si 'on peut en s@hod sur I'ancétre commun de ces especes
au niveau phéromonal. L'identification phéromonedé importante aussi pour mettre en place
un systéeme de surveillance par des pieges phéramoQa contrdole des populations Be
segetaet B. phaia peut s’avérer utile au cas ou elles envahiraiesisiale compartiment

cultivé et deviendraient des ravageurs, au mémeegueB. fusca
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(3) S'il existe des composés communs aux phéromdadés fusca B. segetaet B. phaiag
nous détermineront leurs ratios respectifs et ibactde ces ratios sur le comportement
d’attraction du male. S’il existe des composés &rs pu en moins dans les mélanges
phéromonaux, il conviendra d’identifier leur actisur le comportement d’attraction du male
et déterminer s'il existe des antagonistes parrsi @@mposés, capables alors de bloquer
I'attraction d’'une espece par une autre. L’acti@s dnélanges phéromonaux sur les males
sera étudiée en réalisant des attractions cromdes les trois especes en tunnel de vol. les
taux d’attraction des males nous donneront desnrdtons sur la possibilité de croisement
dans la nature. (4) L’accouplement a été testé @ntsegetaet B. fusca ainsi que le devenir
d’'une éventuelle descendance. (5) De plus, noussagtudié morphologiquement ces trois
especes a l'aide des pieces geénitales males ptarndeger les différences qui pourraient étre

une barriére a un accouplement interspécifique.
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1. Matériels et méthodes

Allochronie du comportement sexudl.'émergence, les femelles d& phaia et B. segeta
sont placées dans des boites cylindrigues danschiBambres climatisées en photopériode
inversée 12L : 12D, a une température de 25°C ethumidité de 85£10%. Les observations
se font pendant le jour, grace a une lumiere roogees les 15 minutes pendant toute la durée
de la scotophase. La position d’appel, avec l'abstortendu et la glande phéromonale

extrudée, est le comportement observé.

Identification des phéromones sexuelles femelles. identifications phéromonales &
segetaet B. phaia sont réalisées en utilisant des femelles de dewgisjours. Trente deux
femelles proviennent de la populatiBn segetade la forét ombrophile de la région de Race
course, treize de la population defd®aia de la savane dans la région de Kisii et neuf de la
population deB. phaiade la forét tropicale de Kakamega. Durant la pkyid’appel et donc
de production et de libération de la phéromongldade phéromonale est dévaginée par une
|égere pression sur I'abdomen et maintenue dates pasition par une pince fine. On utilise
alors la méthode de prélévement appelée SPME palid Bhase Micro Extraction décrite
par Frérotet al.en 1997 (annexe 1). La surface d'une fibre deocarl§65 pm CarbowaxTM-
Divinylbenzene — CW/DVB — SUPELCO) est frottée daétement sur le tégument de la
glande pendant cing minutes. Cette fibre peut étoekée dans du papier aluminium au
congélateur (-20°C) avant analyse. L’analyse desposés adsorbés sur les fibres se fait par
chromatographie en phase gazeuse couplée a uncspete de masse (GC-MS) ou par
chromatographie en phase gazeuse (GC).

La GC-MS est pratiquée sur un chromatographe Va4@® CX couplé a un spectrométre de
masse ion trap Saturn Il (Varian). L’ionisation ebtenue par impact électronique (IE) avec
une énergie de 70 eV et une gamme de masse dd3wmna. Les conditions du GC sont les
suivantes : la température du four est programneég0dC a 300°C a raison de 8°C/min. Le
chromatographe contient une colonne apolaire RTHHMS (Restek®, France) de 30m de

longueur, 0.32mm de diamétre interne. L'injectgit-splitless est chauffé a 250°C.
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La GC est pratiquée sur un appareil Varian 3400n@Xi d’un injecteur split-splitless avec

la méthode et les conditions suivantes. La tempgératu four est programmée de 50 a 100°C
a raison de 15°C/min, puis de 100°C a 245°C a maigo5°C/min. La colonne Rix®-Wax est
de 30m de longueur, de 0.32mm de diameétre inteResték®, France). Avant chaque
journée d’analyse, un standard est injecté. Il agktenu a partir de solutions titrées de
composés de synthése. Les mélanges phéromonauruebte@our chaque espéce sont
identifiés en comparant les temps de rétentioestpectres de masse des produits avec ceux

des standards.

Confirmation de l'activité biologique par des tesks piégeage sur le terraite travail de
terrain a été réalisé dans la localité de Mai-Mdlallée du Rift, Kenya) ou sont préseBts
fuscaet B. segetaet dans la localité de Kakamega ou sont prédgntsscaet B. phaia La
quantité appropriée de chaque composé phéromomnahpgdiguée sur des capsules en
caoutchouc (Sigma-Aldrich). Ces capsules sont plaans un piége Unitrap a entonnoir
(Biosystemes France, SARL). La base du piege asthk, I'entonnoir jaune et le couvercle
vert foncé. Les pieges sont accrochés a enviromg&tbe de hauteur et espacés de 30 metres
les uns des autres en bordure des champs. lls/édfiés tous les deux jours et renouvelés
toutes des deux semaines. Les attractifs de synthiissés (tableau 5) sont fabriqués au
laboratoire INRA a partir de solutions titrées adesnposés de synthese, Z11-14:Ac, E11-
14:Ac, Z9-14:Ac, Z11-16:Ac et Z11-14:0H. La pureEgs composeés Z9-14:Ac, Z11-16:Ac et
Z11-14:0H est de 100% (purification par HPLC), eelles composés Z11- et E11-14:Ac
d’environ 97%. Les composés phéromonaux purs studsddans de I’hexane pour obtenir
des solutions titrées et les mélanges ont étéstamila base des analyses des identifications
phéromonales de chaque espéce. La dose totale Estdie de 1000ug. Les quatre types de
pieges portent le nom de I'espece qu’ils représenteélangeB. fusca mélangeB. phaia
Kakamega, mélang®. phaiaKisii et mélangeB. segetaTous les pieges sont placés dans les
deux localités testées méme si toutes les especamn pas présentes aux deux endroits.

Attraction croisée en tunnel de vale tunnel de vol utilisé est de 1,90m de long,n3Gke
large et 45cm de haut. Le courant d’air en fluxitaaite est de 0.6m/s. La température est
maintenue a 23+2°C et ’humidité a 50%. Les conmgrognts des insectes sont filmés par une
caméra Hitachi KP 161 CDD noir et blanc équipéendibjectif Nikkor 60mm 1:2:8 D. et
reliée a un magnétoscope Panasonic AG-7330. Lé&s @estunnel de vol se font dans les

mémes conditions que ceux réalisés lors des édudesmportement des males Befusca
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Nous avons réalisé des tests de comportement dedssit intervenir des males Be fusca
(N=25 males testés) et des femelleBdehaia; des males dB. fusca(N=33 males testés) et
des femelles dB. segetales tests réciproques ont été realisés entréedesles deB. fusca
et des males dB. phaia(N=26 males testés) et entre des femelleB.dascaet des males de
B. segetdN=24 males testes).

Nous avons aussi utilisé la formulation phéromoralelus performante dB. fusca la
formulation (B) décrite dans l'article d’identifitan phéromonale dB. fusca: (62% de Z11-
14:Ac, 15% de E11-14:Ac, 13% de Z9-14:Ac et 10%Zdé&-16:Ac), a laquelle nous avons
ajouté deux ratios différents de Z11-14:0H, alcoatenu dans la phéromone sexuelle des
femellesB. phaiaet B. segeta 5% de Z11-14:0H pour la formulation OH1 et 10&A411-
14:0H pour la formulation OH2. L'objectif de cespexiences est d’apprécier I'effet de

I'alcool sur le comportement d’attraction des male8. fusca

Analyses statistiquetes résultats concernant les comportements dessneal tunnel de vol
sont exprimés en relation avec le nombre total déesntestés. Les résultats concernant les
temps de comportements des males en tunnel de@nbegprimés en fonction des males qui
sont entrés en contact avec la source phéromobeteséries de données concernant ses
comportements ainsi que tous les autres résubdatyses phéromonales, comportement de
cour, appel des femelles) sont comparés en utiliearest de Student, le test de Fisher-
Snedecor (ANOVA) et le test de Kruskal-Wallis ale@rogramme R 2.4.0-A Language and
Environment Copyright, 2006.

Accouplements croisés en cage d’accouplemiess. expériences d’accouplement ont été
réalisées entre quatre femellesBlesegetaet quatre males d&. fuscaet entre deux femelles
de B. fuscaet deux males dd3. segeta Dans ce protocole, nous utilisons une cage
50x50x55cm dont les parois latérales sont en aflfede laisser passer un flux d’air & I'aide
d’'un extracteur. La température est maintenue 22Z3tI'humidité est de 45 a 50% et la
lumiére rouge d’intensité moyenne. Une fois accésiples insectes sont placés dans des
pondoirs (cage cylindrique : hauteur 30 cm, @ 20 em présence d’'un plant de mais. Les
insectes sont observés toutes les 30 minutes usmule couple se détache. Le lendemain,
nous vérifions la présence d’'ceufs sur le plant désmes ceufs sont retirés délicatement du
plant de mais et déposés dans une boite avec werctri grillagé sur du milieu d’élevage
pour permettre leur développement. Les femelles, fois mortes sont conservées dans de

I'alcool absolu jusqu’a la dissection qui permetteavérifier la présence d’un spermatophore.
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Lors de la dissection, les abdomens sont ouvelitsatE&ment, puis nous cherchons la bourse

copulatrice et le ou les spermatophores.

Etude des pieces génitales chez les méleglissection se fait sous une loupe binoculaire a
partir des abdomens. La téte, le thorax et les aibmt conservés dans I'alcool absolu en vue
d'une identification ultérieur et pour les analyse®léculaires. Les abdomens sont
préalablement trempés pendant 20 minutes dans alogos de soude chauffée afin de
ramollir et éclaircir la cuticule. Les abdomenstsauverts délicatement dans la longueur cété
ventral (plus souple) a partir de I'extrémité cfitérax jusqu’a l'autre extrémité. Une fois
I'abdomen ouvert, on dégage du reste de I'abdom®rdlves génitales auxquelles est attaché
le pénis. On détache délicatement le pénis de®vat on positionne I'ensemble entre lame
et lamelle pour pouvoir les observer et les compdua fixation sur lame s’effectue dans du

liquide de Faure (composition en annexe 4).
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2. Résultats

Allochronie du comportement sexukh période d’activité sexuelle varie avec les espé
chez les lépidoptéres. Cette période d'activitéust® nocturne marque la période de
reproduction et est déterminée par I'appel des Hlesjela production et la libération de
phéromone. La Figure 17 montre que les femelleB.deegetaappellent de la quatrieme a la
huitieme heure de la scotophase. Les femelle8.dphaia que se soient de Kisii ou de
Kakamega, appellent de la premiére a la troisiem@ehde la scotophase. Pour rappel, la
période d’appel des femelles Befuscas’étale de la 5eme a la 9eme heure aprés le début

la scotophase.

B. segeta
B. fusca
B. phaia %////%

Figure 17 : Périodes d’appel des trois espdBefijsca B. segeteet B. phaig en fonction des heures
de la scotophase.

Identification des phéromones sexuelles femelles compositions phéromonales sont
analysées en GC/MS (Figure 19, Figure 20 et Fidlire par comparaison des temps de
rétention et des spectres de masse avec ceux efdigghes. Les phéromones des femelles de
B. segetaet deB. phaiaprovenant du Kenya sont composées des mémeseacéia la
phéromone des femelles Be fusca: le Z11-14:Ac majoritaire, le E11-14:Ac minoritaj le
Z9-14:Ac minoritaire et le Z11-16:Ac minoritairenlalcool a 14 atomes de carbone, le Z11-
tétradécen-1-ol (Z11-14:0H) est identifié comme aamposé supplémentaire (Figure 18),
m/z : 41 (57%), 55 (50%), 67 (82%), 81 (100%), 68%), 109 (25%), 123 (12%), 137 (6%),
151 (2%), 166 (1,4%), 194 (0,1%), 211 (0,4%).

Z11-14:0H CH3;—CH,— C=C— (CHp)10— OH

H H fonction alcool

Figure 18 : Formule chimique du Z11-14:0OH, compaséitionnel de la phéromone sexuelle des
femelles dBusseola segetet Busseola phaia
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188 .
Z11-14:Ac
TOT =
E11-14:Ac
Z11-14:0H Z9-14:Ac \\é‘ Z11-16:Ac I
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1888 1188 1288 1388
16.67 18.33 Z8 .88 21.68

Temps de rétention en minu

Figure 19 : Analyse en GC/MS d’'un prélévement patechnique SPME d’'une glande phéromonale
deBusseola phaigrovenant de KisifRTX-5 Sil-MS, 30 m x 0.32 i.d., IE, 70 eV, 40 t8@Bamu).

4.892 B
Z11-14:Ac
TOT -
E11-14:Ac
711-14:0H 79-14:Ac s‘ Z11-16:Ac I
T T T T T T T | T T T T T T T T T | T T T T T T T T T | T T T T T T T T T
1888 1188 1288 1388
16.66 18.33 28 .88 21.67

Temps de rétention en minu

Figure 20 : Analyse en GC/MS d’'un prélevement patethnigue SPME d'une glande phéromonale
deBusseola phaide KakamegéRTX-5 Sil-MS, 30 mx 0.32i.d., IE, 70 eV, 40 t8Bamu).
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172 N
Z11-14:Ac
TOT B
E11-14:Ac
Z11-14:0H 79-14:Ac \ Z11-16:Ac
\I‘h N - I\J"*
1888 1188 1288 1388
16.66 18.33 19.99 Z21.66

Temps de rétention en minu

Figure 21 : Analyse en GC/MS d’'un prélévement piménoal deBusseola segetpar la technique
SPME (RTX-5 Sil-MS, 30 mx 0.32i.d., IE, 70 eV, #0330 amu).

La quantité de chaque produit est déterminée pasuldace du pic observé sur le
chromatogramme, que ce soit en GC-MS ou en GC. uantqé de chaque produit est
rapportée en pourcentage a la quantité totale attufircontenu dans le mélange phéromonal.
A ce niveau, on constate que la quantité du compuagéritaire, Z11-14:Ac, ne varie pas
significativement selon les populations (P<0.0®uPpouvoir comparer plus facilement les
différentes populations, nous avons attribué urrgentage de 100% au composé majoritaire
et nous avons calculé ainsi le ratio de chaque osgminoritaire dans chaque mélange et

nous en avons fait la moyenne (tableau 4).

Provenance N| Z11-14:A¢ E11-14:Ac  79-14:Ac  Z11-16:AZ11-14:0H
B.segeta | 5, | 10096 30% 8% 19% 6%
Race course
Bk‘i’;?'a 13 100% 24% 6% 8% 6%
B.phaia | 4 100% 220 9% 8% 13%
Kakamega

Tableau 4 : Pourcentages des ratios de chaque séngf@s phéromones femellesRlesegetade la
région de Race course, Bephaiade Kisii ou de Kakamega. Les ratios des compasdtscalculés en
attribuant un pourcentage de 100% au Z11-14:Ac.
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L’analyse de la moyenne des ratios des composé@smbéaux montre des différences entre
les trois populations pour les composés minorigaiFégure 22).

Pourcentage de composé
40%

35% - l T
30% -
25% -

Q)

a @ Busseola segeta
20% - 1 b O Busseola phaia Kisii
150% b Busseola phaia Kakamega
b
T ( [

10% - [ /

5% - /

0% / Composés

E1l-14:Ac. Z9-14:Ac. 711-16:Ac.  711-14:0H  Phéromonaux

Figure 22 : Ratios des composés phéromonaux mairast présents dans les phéromones sexuelles
femelles deBusseola segetat deBusseolaphaia provenant de Kisii et de Kakamega. Les lettres
indiquent les différences significatives.

Pour les composés minoritaires, E11-14:Ac et Z®d40on n'observe pas de différence
significative (P>0,05) entre I&3. phaiaqu’elles viennent de Kisii ou de Kakamega et pas d
différence significative non plus (P>0,05) entre B segetaet lesB. phaia Les ratios des
composés Z11-14:Ac, E11-14:Ac et Z9-14:Ac ne vdriEmc pas entre ces trois populations.
Pour le composé minoritaire Z11-16:Ac, il n'y a s différence significative entre |8
phaia qu’elles viennent de Kisii ou de Kakamega. Laéidhce est significative (P<0.05)
entreB. segetd19% de Z11-16:Ac) &. phaia(8% de Z11-16:Ac en moyenne pour les deux
localités).

Pour le composé minoritaire Z11-14:0H, présent ugmgent chez les femelles Bephaiaet

B. segetala différence est significative (P=0.01) entrs B2 phaiade Kakamega (13% de
Z11-14:0H) et leB. phaiade Kisii (6% de Z11-14:0H) et entre IBs phaiade Kakamega
(13% de Z11-14:0H) et leB. segeta(6% de Z11-14:0H). Par contre, il n'y a pas de
différence significative entre |& phaiade Kisii et lesB. segeta

L’identification des phéromones des trois espéBedusca B. phaiaet B. segetanous a
permis de mettre en évidence des différences gigtiifes pour les composeés suivants : le
Z9-14:Ac et le Z11-16:Ac (Figure 23).
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Pourcentage de composé
40% 3
35% - T
a
30% -
25% - W Busseola fusca
@ Busseola segeta
20% | 7 b b =
—>*— | |OBusseola phaia Kisii
15% - Busseola phaia Kakamega
10% - /
5% -
0% - Composés
E11-14 : Ac. 79-14 : Ac. Z11-16 : Ac. phéromonaux

Figure 23 : Ratios des composés phéromonaux mairest présents dans les phéromones sexuelles
femelles des trois espéces du geBusseolales lettres indiquent les différences significesi.

Pour le composé majoritaire, Z11-14:Ac, et le cosgpminoritaire, E11-14:Ac, on n’observe
pas de différence significative (P>0,05) errefuscaet B. segetani entreB. fuscaet B.
phaia Les ratios des composés Z11-14:Ac et E11-14:Agarent donc pas entre ces trois
especes.

Pour le composé minoritaire Z9-14:Ac, la différems significative (P<0,05) enti fusca
(21% de Z9-14:Ac) eB. phaia(6% de Z9-14:Ac pour les femelles provenant dei l€is9%
de Z9-14:Ac pour les femelles provenant de KakamegantreB. fusca(19% de Z9-14:Ac)
etB. segetgd8% de Z9-14:Ac).

Pour le composé minoritaire Z11-16:Ac, la différemst significative (P<0.05) entiBe fusca
(15% de Z11-16:Ac) eB. phaia(8% de Z11-16:Ac), mais il n’y a pas de différemcdreB.
fusca(15% de Z11-16:Ac) eB. segetgd19% de Z11-16:Ac).
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Confirmation de I'activité biologique des phéromsridentifiées par des tests de piégeage
sur le terrain.Les résultats des piégeages sont présentés dtatddau 5 avec les mélanges
phéromonaux de chaque piege. L’action du compggélémentaire, le Z11-14:0H, est testée
sur les males d8&. fuscaen placant les pieges avec les mélanges phéromatesdeux
autres espéces au méme endroit que les piege8pfusca(Mai-Mahiu et Kakamega).

Pour la localité de Mai-Mahiu, les trois piéges gointiennent le Z11-14:0H capturent
significativement moins dB. fuscaque le piége qui est destiné a la capture de estiece
(P<0.05). Dans la localité de Kakamega, aucun @k fuscan’est capturé dans les pieges
B. phaia/ B. segetgar rapport aux neuf attrapés dans le pigkisca(P<0.05). L'addition

de 10% (mélang®. phaiaKakamega) ou de 5% (mélanBe segetaou mélangeB. phaia
Kisii) du composé alcool au méland® fuscadiminue fortement et significativement
I'attraction des males d®. fusca(P<0.05) dans les deux localités, Mai-Mahiu et &akga.
Dans la localité de Mai-Mahiu, seulement quatreemaleB. segetasont capturés dans le
piegeB. segetaMéme si aucun male d& segetan’a été attrapé dans les autres pieges, la
différence n’est pas significative. On note querntedes deB. fusca(N=77) sont plus attirés
que les maleB. segetgN=4) dans le piegB. segetgP<0.05). Par contre, les maRsfusca
(N=77) sont moins attirés par les piegephaia(N=23 males et 7 malés fuscd que par les
piegesB. segeta

Dans la localité de Kakamega, seulement un Bajghaia de Kakamega est attrapé dans le
piegeB. fuscaqui ne contient pas d’alcool. Les malesRigphaia de Kakamega sont plus
attirés par les piegd®. phaia Kakamega (N=226) que par les pie@ephaia Kisii (N=146)

et la différence est significative (P<0.05).

Les malesB. phaiade Kakamega sont fortement attirés par la phérenaas femelles dB.
segeta(N=302) et méme plus attirés que par leur propegep(P<0.05). Quand on regarde la
composition des capsules, I'attraction des mBlgshaia de Kakamega est significativement
augmentée lorsque le taux de Z11-14:0H est de ¥¥gdB. segetpet quand le taux de Z11-
16:Ac est de 10% (pied®. phaia Kakamega et piegB. segeta Mais lorsque I'on augmente
le taux de Z11-14:0H a 10% (pieBephaia Kakamega) ou que I'on diminue le taux de Z11-
16:Ac a 5% (piegd. phaia Kisii), les malesB. phaia de Kakamega sont significativement
moins attirés (P<0.05).
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Mélange Mélange Mélange Mélange
B. fusca | B. phaiaKakamegg B. phaiaKisii | B. segeta
Z9-14:Ac 50 50 50 50
E11-14:Ac 150 150 200 200
Z11-14:Ac 620 620 620 620
Z11-16:Ac 100 100 50 100
Z11-14:0H / 100 50 50
Piege de Mai-Mahiu
Nombre de males d@. fuscacapturés 408 7> 23** T77**
Nombre de males d&. segetaapturés 0 0 0 4
Piege de Kakamega
Nombre de males d&. fuscacapturés 9 0* 0* 0*
Nombre de males d&. phaiacapturés 1*** 226*** 146%** 302

Tableau 5: Composition des mélanges phéromonanthéyques utilisés dans les expériences de
piégeages sur le terrain dans deux localités :N&iiu (Est de la vallée du Rift, Kenya) et Kakamega
(Ouest de la vallée du Rift, Kenya) et nombre déeeméeBusseola fusgaBusseolghaia et Busseola
segetacapturés. Les astérisques représentent la sigtivité du test ANNOVA, ***P<0.001,
**P<0.01, *P<0.05.

Attraction croisée en tunnel de valinterattraction entre les trois espéces estiptsssnéme
si la représentation de chaque item comportemergalisé par les males differe
significativement (Figure 24). Rappelons que loestion stimule des males d& fuscaavec

des femelles de leur espéce, nous obtenons 80%l deienté suivit de contact (N=20).

100%
90%
Se—

80% * * * *
70% \ ——fusca (N=20) - BF
60% my —=—fusca (N=25) - BP
50% \ -\\\ —a—fusca (N=33) - BS
40% — —e— phaia (N=26) - BF
30% - \\\\\ —m— segeta (N=24) - BF
20% .

u

10% -
0%

Vaut VO 1/2 Vaps VS Contact

Figure 24 : Comportements en tunnel de vol dessrd#8. fuscatestés avec une femelle Bephaia
(BP) ou deB. segetdBS) et comportements des maleBd@haiaetB. segetdestés avec une femelle
de B. fusca(BF) : vol orienté avant le demi-tunnel (Vavt),|\asienté jusqu’au demi-tunnel (VO ¥2),
vol orienté aprés le demi-tunnel (Vaps), vol predalsource (VS) et contact avec la source avec ou
sans tentatives d’'accouplement (Contact). Le cotapwnt témoin est celui de males Blefusca
testés avec une femelle Befusca(BF).
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Quand on stimule les méles 8e fuscaavec des femelles d®8. phaiaet des femelles de
B. segetail n'y a respectivement que 20% (N=25) et 36% 3RB)=de contact avec la source.
Dans les comportements réciproques, 15% des mékRsphaia(N=26) et 13% des males de
B. segetgN=24) entrent en contact avec une femBlléusca(Figure 24).

Si on considére les différents items, les tempktdace varient selon les tests. Les méles
fusca testés avec les femellds. phaia mettent significativement moins de temps pour
deécoller, 59 secondes (ecart-type 36,6), que ldsesBa phaiatestés avec des femellBs
fuscg 161 secondes (écart-type 29,1).

Le temps de latence est de 59 secondes (écarB6;p% pour les maleB. fuscatestés avec
des femelleB. segetaet de 114 secondes (écart-type 85,9) pour lessnBaleegetaestés
avec des femelleB. fusca La différence n’est pas significative. De ménaedlifférence n’est
pas significative entre les malBs segeteet les male®. phaiatestés avec la phéromone de

femellesB. fusca

Le pourcentage de males effectuant un vol orien@ntale demi-tunnel est intéressant.
L’attraction des males dB. fuscapar les femelles dB. segetaest largement supérieure a
celle suscitée par les femellesRlephaia(Figure 24).

La durée de la séquence comportementale des néledukscaqui entrent en contact avec la
phéromone deé3. phaiaou la phéromone dB. segetaest respectivement de 39 secondes
(écart-type 31,5) et de 47 secondes (écart-typB.35.

Lors des tests inverses, les malesBdephaia mettent 26 secondes (écart-type 20,3) pour
atteindre une femellB. fusca Les méles d8. segetanettent 17 secondes (écart-type 12.7).
Si on considere ces durées, il n'y a pas de diffggesignificative entre le temps mis par un
male deB. fuscapour retrouver une femelle d& segetaet par un male dB. segetgoour
retrouver une femelle d8. fusca De méme, les différences ne sont pas signifieatdans le
cas deB. fuscaet de B. phaia quelque soit le sens du croisement. La variatitmnad
populationnelle est importante. Par exemple, ureBalfuscapeut mettre de 11 secondes a
une minute 45 secondes pour atteindre la sourceoplodale. Ceci est vrai aussi pdBir
phaiaetB. segeta

Les tests comportementaux avec des attractifs déhésse montrent que seulement 10%
(N=20) et 11% (N=18) de mal& fuscarépondent et entrent en contact avec la capsule de
phéromone synthétique K a laquelle sont ajoutgsemivement 5% et 10% de Z11-14:.0H

contenu dans les phéromones des femBllesggetatB. phaia
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Accouplements croisés et étude des pieces génitalas les individus que nous avons placés
en situation de croisement interspécifiques se sawobuplés. Malgré un effectif faible,
I'accouplement interspécifique entBe segetaet B. fuscaest possible dans les deux sens.
L’accrochage et le décrochage des piéces génitmefait sans probleme apparent. Les
femelles des deux especes accouplées avec les deilesitre espéce ont toutes pondues,
mais les ceufs n’ont jamais éclos. Les dissectiessattidomens des femelles accouplées n’ont
pas montré la présence de spermatophore, ni ddurés spermatophore, ce qui pose la
question d’'un transfert de spermatozoides. Leslfemgont disséquées plusieurs jours aprés
I'accouplement et le spermatophore pourrait étarsakn partie digéré et dégradé. Nos
conditions de dissections ne nous ont cependantppawnis de voir les restes de ce
spermatophore. Pour témoin, les accouplementstedfeen laboratoire entre les individus de
B. fuscaont donné lieu a la production d’'une descendarataer et fertile. Nous ne pouvons

pas statuer sur cet évenement de l'isolement reptedr pré-zygotique.

Les dissections de pieces génitales montrent guigte des différences entre les 3 especes
(Figure 25). Pour décrire les différences, nousnavabservés plusieurs partiesunicus le
saccusles valves et leucullusdivisé en trois parties pour des raisons pratigaes et C).

Les différences sont marquées emdrduscaet les deux autres especes (Figure B55egeta

et B. phaia Les génitalias males d& fuscasont plus grandes que cellesRlesegetaet de

B. phaiaqui ont toutes deux des tailles similaires. Unis fialée entre lame et lamelle, les
génitalias déB. fuscamesurent environ 4,2 mm sur 5,4 mm, alors queseleB. segetaetB.
phaia mesurent 3 mm sur 4,4 mm.udcusdesB. fuscaest moins long et plus ramassé que
celui des deux autres insectes et les bases deuSusont plus ronde8. fuscaprésente la
partie C dwucullusplus grande et tres sclérifiée. Les valves sam [@rges cheB. fusca

On observe aussi des différences entre les gésitdieB. segetaet B. phaiabien qu’elles
soient plus semblables entre elles qu’elles nei¢ avec celles dB. fusca Les valves ont
des formes |égerement différentes, plus rebondiezB. phaiaau niveau dwsacculus Les
bases de lincussont difféerentes, plus étirées chBz segetaet plus ramassées et épaisses
chezB. phaia Le cucullusest la partie la plus différente : la partie A pkts pointue chez
B. segetala partie B est trés épaisse et sclérifiée ddephaia Le cucullusde B. phaia
présente en partie C des sortes de crochets pahtedérifiés, partie beaucoup plus petite
chezB. segetaet méme absente chez certaines (N=4 sur 9 digssktiNous n’avons pas pu
distinguer les pieces génitales desphaiaselon qu’elles proviennent de Kisii (N=2) ou de

Kakamega (N=3).
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uUncus

Cucullus ———

A
Valve
Sacculus
Sacws Busseola fusca
Busseola segeta
1 mm

Busseola phaia

Figure 25: Dessin des trois génitalias Basseola fusgaBusseola seget&t Busseola phaia
(agrandissement x 17).
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3. Discussion et conclusion

Le premier facteur de lisolement reproducteur entres especes est la période de
reproduction, qui se situe plus tét dans la scasphpour leB. phaig qu’elles soient de
Kisii ou de Kakamega. La différence observée elgsephéromones des femellBs fusca
d’'une part et celles des femelBsphaiaet B. segetal’autre part consiste en la présence d’'un
composé supplémentaire, le Z11-14:0H, dans le mélattractif deB. phaiaet B. segeta
Cette différence confirme la séparation efdrduscaet B. phaia/ B. segetaPar contre, les
phéromones de ces deux dernieres sont constitaéésspmémes composés, ce qui confirme
leur proximité. La différenciation phéromonale enlies femelles des trois populationsRBie
phaia Kisii et Kakamega, et dB. segetaétudiées se réalise par des différences de raiio d
ou plusieurs composés attractifs et non dans leon@ale composés présents dans le mélange
phéromonal. Selon leur situation géographique, dé&rences dans les compositions

phéromonales sont plus ou moins marquées.

L’interattraction des méles de chaque espéce pafelaelles d’'une autre varie en fonction
des espéces ou populations considérées, que agassiles expériences en tunnel de vol ou
lors du piégeage sur le terrain. Dans ces deuxstgbexpériences, nous remarquons que
l'interattraction entreB. fuscaet les deux autres espéces est possible et gqueniposé
surnuméraire présent dans la phéromond3dphaiaet B. segetan’est pas suffisant pour
assurer un isolement reproducteur complet. Ceciirgétessant puisque s'il existe une
allochronie du comportement sexuel errephaiaet B. fusca ce n’est pas le cas entBe
segetaet B. fusca De méme, si on se réfere aux tests en tunnebldeeus remarquons que
les méles d®. fuscarépondent mieux aux femell8s segetagu’aux femelledB. phaia Cela

est confirmé par les données du piégeage sexuslldamature. Les aspects comportementaux

tendent & montrer qug fuscaest plus isolé dB. phaiaque deB. segeta

Si on s'intéresse a la composition des phéromoratufes par les trois femelles et que I'on
ne tient pas compte de la présence du Z11-14:GHdéeix mélanges phéromonaux Rle
fuscaet deB. segetasont les plus ressemblants, avec le méme raticoptodal pour trois
composes, le Z11-14:Ac, le E11-14:Ac et le Z11-16:8ur les quatre présents. Dans les
phéromones des femelles Be phaia des deux populations, Kakamega et Kisii, seuls les
ratios des Z- et E11-14:Ac sont communs avec langd phéromonal d& fusca
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Le composé Z11-14:0H, présent dans les phéromoed3. gphaia et B. segeta,ou les
différences de ratio des autres composés phéromprant un effet sur une fraction
significative de la population de malBs fusca Les males qui répondent, sont capturés dans
les piéges ou entrent en contact avec la phérordamee autre espece sont intéressants,
puisqu’ils peuvent permettre d’expliquer la podgibide réponse de certains individus males
a des phéromones qui ne sont pas produite paededlés de leur espece. Cette plasticité de
réponse peut entrer en jeu dans les phénoméengedatton.

En tunnel de vol, les méles qui présentent les sedeplatence les moins importants sont les
malesB. fusca Ces insectes proviennent de I'élevage, par ramot méles dd. phaia et

B. segetaqui proviennent de la nature. L'élevage peut awwireffet sur les males, qui
deviennent moins sensibles aux variations dessrati@romonaux ou aux manipulations dans
des conditions expérimentales de laboratoire.

Nous regrettons de ne pas avoir pu obtenir desnre#tions sur les capacités d’interattraction
entre B. phaia et B. segetadu fait du manque de matériels biologiques. Ceaen les
expérimentations en tunnel de vol et les résultatsanalyses physico-chimiques valident la

séparation des deux populationsBighaiaeffectuée sur des données géographiques.

Les expériences de piégeages ne sont pas concduamtee qui concerne l'attraction des
malesB. segetaet il serait nécessaire de les poursuivre pouv@ostatuer sur I'efficacité de
ces piegesCeci peut étre due a plusieurs cause} ta(population deB. segetaétait trop
faible lors des essais de piégeagei) (le mélange contenu dans le piege
B. segetan’est pas assez attractif pour les m@lesegetal(iii) les périodes de vol ont peut-
étre été mal définies otiil) les pieges ne sont pas situés dans le biotope siegeta

Les piéges formulés pour attirer les maBesphaia dans la région de Kakamega sont tres
efficaces, autant que les piéges utilisés uiusca Néanmoins, la formulation du piege
segetaest plus attractive vis-a-vis des malesBlephaiade Kakamega que la formulation
réalisée sur la base de l'identification phéromendés femelle3. phaia Kakamega. Il
semble qu’un plus faible ratio de Z11-14:0OH et Umspfort ratio de Z11-16:Ac que ceux
observés dans les analyses phéromonaleB. dehaia Kakamega, soient nécessaires pour
attirer les males. Nous pouvons attribuer ces miffées au poids moléculaire des différentes
molécules phéromonales (Figure 26). L'acétate at@fes de carbone est plus lourd et donc
moins volatile que les acétates a 14 atomes deomarbla quantité qui s’échappe de la
capsule peut étre moins importante que celle qued déposée. Le phénoméne est inversé

pour le composé Z11-14:0H puisque les alcools atémmes de carbones sont moins lourds
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que les acétates a 16 atomes de carbones. Ces effetété observés en faisant des
prélevements SPME des capsules utilisées pountetule vol. La composition de I'attractif
qui s’échappe des capsuBssegetacorrespond plus, au niveau des ratios de compadas,
composition des femelleB. phaia Kakamega. Ce phénomeéne peut expliquer la faible

attraction des piegds. segetgour les maleB. segeta

B. segeta B. segeta
Z11-16 :Ac 100 Diffusion  Z11-16 :Ac 50

711-14 :0H 50 \' /‘ Z11-14 :0H 50
Dépd
@Capsuh
B. phaiaKakamegaDyA \' B. phaiakakamega

Z11-16 :Ac 100 N 711-16:Ac 50
Z11-14 :OH 100 Diffusion  711-14 :0H 100

Figure 26 : Schéma des différences entre les qéartéposées et émises de composés phéromonaux
sur les capsules utilisées en tunnel de vol.

L’isolement reproducteur entre ces especes ou pbpns est le résultat de plusieurs
modalités que nous pouvons résumer dans un schémexal) en s’aidant d’'une carte du
Kenya (Figure 27). Par contre, avec nos données ne pouvons pas statuer sur l'isolement
reproducteur post-zygotique entre ces trois esp&essguelques expériences d’accouplement
croisé et les comparaisons des pieces geénitalesmalsuffisent pas. De plus, la présence de
la bactérieWolbachia voire de souches différentes et spécifiques tte bactérie, n’est pas a
exclure (Branca, Comm. Pers.). Ces bactéries geuatrgprovoquer un isolement post-
zygotique entre les espéces ou les populationssetedts doivent étre effectués pour pouvoir
conclure. Les difficultés d’approvisionnement ouéldvage des insectes ne nous ont
malheureusement pas permis de tester les possshdiattraction et de croisement enre
segetaetB. phaia La composition phéromonale identique et la stoiile des pieces génitales
n'interdiraient pas une attraction et des accoupl@scroisés si ces taxons se retrouvaient en
contact. A ce niveau cependant, I'allochronie désoges d’activité reproductrice pourrait

alors limiter les flux de genes.
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Figure 27 : Schéma représentant les caractéristiopiervenant dans I'isolement reproducteur entre
les espéces du gerBaisseolale trait pointillé noir représente la vallée diftR
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Il.  Approche moléculaire : étude du statut taxonomidgiBusseola
phaiaetBusseola segeta

Au Kenya, les populations d& phaiaet deB. segetasont séparées géographiquement par la
vallée du Rift et écologiquement par la plante-h&ephaia est présente a I'Ouest de la
vallée du Rift sur une plante sauvage purpureumalors queB. segetaest présente a I'Est
de la vallée du Rift sur une autre plante sauvRgeleustunBowden en 1956 les a décrites
comme deux especes sur la base de caracteres nogiiphes. Cependant, cette séparation
en deux espéces est discutée par certains taxaesnigsli posent I’hypothése de deux sous-
especes (Le RU et Moyal, Comm. Pers.). Il étaitcdoécessaire de revisiter la position
systématique des deux espéces en s’appuyant suoukds modernes de la biologie
moléculaire.

Statuer sur lI'existence de deux espéces versu®mplexe de sous especes peut permettre
d'une part d’appréhender lhistoire phylogénétiqdes especes appartenant au genre
Busseola et d’autre part, si on est face a des sous-espé&tétudier sur deux niveaux
taxonomiques comment varie le systeme de recoramiss entre deux especes aBefusca

et au sein de sous-especes dans le gBuplkaiaB. segetala proximité taxonomique dg.
phaiaet deB. segetaqui ne sont pas sympatriques entre elles maitecgont ave®. fusca
peut nous permettre de mieux comprendre commeohdagement de plantes-hétes ou la
spécialisation a I'hdte ont pu agir sur les popoiet et sur la spéciation. L'isolement
reproducteur associé a I'adaptation a des plaritsshdifférentes est un des mécanismes
impliqués dans la spéciation sympatrique. La diffiération populationnelle de I'espeBe
fusca visible a l'aide de marqueurs mitochondriaux eicl@aires, est antérieure a
I'introduction du mais ou au début de la culturemsive du sorgho (Sezonlgt al, 2006a).
Cependant, si on émet I'hypothése que la plantegit@ deB. fuscaest le sorgho sauvage,
B. fuscaB. phaiaetB. segetaont pu se partager le compartiment sauvage, déadoppant
sur des plantes-hotes différentes, et divergeelda 'autre via notamment une spécialisation
sur des hétes différents. La différenciation deesgseces peut-étre due aussi a I'apparition de
discontinuités géographiques, comme I'apparition lalevallée du Rift. La datation des
divergences respectives Be fusca B. phaiaet B. segetava nous permettre de discuter ces
diverses hypothéses et d’envisager plusieurs scénalutifs.

Pour cette approche, nous avons choisi d’utiliselogus mitochondrial, un fragment du géne
codant pour leytochrome bEn effet, ce marqueur a déja montré son utilaérp’autres
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especes, hotamment pour I'étude de la structurdgsrpopulations chdx fusca(Sezonlinet

al., 2006a et b) et est un outil informatif lorsquenl’s’intéresse a des especes au sein d’'un
méme genre chez les Lépidopteres (Simmons et Wdl1). L'analyse a l'aide d'un
marqueur mitochondrial est courante pour les étedesystematique et en phylogéographie
(Avise et al, 1987). L'ADN mitochondrial présente plusieurs @ateges qui en font un
marqueur de choix dans les analyses phylogénétigoagaux de mutation moyen est connu
et son taux d'évolution est suffisamment rapider pue I'apparition de nouveaux caracteres
soit comprise dans la durée de vie de I'especestitransmis uniquement par la mere et est
sélectivement neutre. Les études de systématiggeedasur I'analyse des séquences d'ADN
mitochondrial font I'nypothese que la phylogéni¢eolie représente I'histoire évolutive des
especes observées. Des populations, entre lesgjoellebserve un flux de génes, ne seront
pas differenciées par un marqueur nucléaire varjablors quon peut constater une
divergence a l'aide du marqueur mitochondrial. Gadique que ces populations se sont
séparées, ont divergées, puis ont été remises actesecondairement. Par exemple, au
Kenya, I'espéceB. fuscaest séparée en deux clades d’haplotypes pour umguea
mitochondrial (Sezonliret al, 2006a), mais ces deux clades ne sont plus dikfé&e
lorsqu’on utilise les marqueurs nucléaires du tgperosatellites. Le second marqueur que
nous avons utilisé est nucléaire, le gene de & ribosomald.5 ou RpL5, qui contient
deux régions introniqgues hautement variables. lree d@plL5 apparait pertinent pour étudier
les relations entre des taxons trés proches (Madlat al, 2005). Les locus microsatellites
étant difficiles a obtenir et a mettre au pointzhes Lépidopteres et non conservés au sein du
méme genre, NOUsS n‘avons pas pu nous servir desgatellites identifiés cheB. fuscasur

les deux autres especBs,segetatB. phaia

L’approche en systématique moléculaire et en pledgoaphie des espéces chez les
|épidoptéres produit des résultats qui permettentéliser des complexes d'espéces et de
retracer leur histoire. Pour ne citer qu'un exempédte approche a permis de démontrer que
Thaumetopoea pityocamp@enis & Schiffermiller) (Lepidoptera : Thaumetejotae) et
Thaumetopoea wilkinsofliams ont divergé il y a environ cing millions d'eges et que ce
sont bien deux espéces distinctes (Saleatal, 2002), alors que leur morphologie sont peu
différente et que les deux espéces ont gardéegnheensysteme de rencontre des partenaires
sexuels, avec des phéromones sexuelles identiguésoiet al, 1990 ; Frérot et Démolin,
1993).
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1. Matériels et méthodes

Tous les protocoles de biologie moléculaire utdisans ce chapitre pous. phaia et

B. segetaont identiques ou dérivent de ceux précédemnigises pourB. fusca

Extraction. Les ADN des individus étudiés, conservés dansdal absolu, sont extraits a
partir du thorax et des pattes, par le kit d’extcec DNeasy® Blood and Tissue Kit
(QIAGEN). Tous les insectes provenant du Kenyaatarsés génétiquement par le marqueur
mitochondrial ou le marqueur nucléaire correspohderdes insectes qui ont été testés
précédemment, soit pour une identification phéraat®en ce qui concerne les femelles, soit

lors de tests d’attraction croisée pour les males.

Marqueur mitochondrialLes amplifications sur le fragment du géne miteoch@l codant
pour le cytochromd sont réalisées dans les conditions suivante® dénaturation initiale a
94°C, suivie par 40 cycles de 1min a 94°C, 1min3@6aC, 1min30 a 72°C, puis une
extension finale a 72°C pendant 5min.

Pour obtenir l'intégralité du fragment du gene miitondrial codant pour le cytochronbe
nous avons utilisé, des amorces internes au fragmengene (figure 27). Ces amorces
internes permettent de séquencer le fragment de g@erdeux fois depuis I'intérieur du gene
jusqu’aux extrémités. En couplant les deux séquenbtenues, nous obtenons la séquence
compléte du fragment étudié. En utilisant uniqueintesamorces entourant le géne, il arrive
que le séquencage des extrémités ne soit pas ttoudisible. Les couples d’amorces utilisés
sont les suivants (Figure 28). L'amoiC83H: 5° AGC AAA TAA AAA ATATCATTC 3

est utilisée avec I'amorceCP1 décrite pour B. fusca (page 119) et I'amorce
CB1: 5TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAA ATA TC 3’ est utisée avec I'amorce
Tserdécrite pouB. fusca(page 119).

845pdb

745pdt

Figure 28 : Schéma du fragment du gene mitochdnebidant pour le cytochromgavec les amorces
internes utilisées lors des séquencageBudseolasegetaet Busseolghaia
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Le séquencage est précédé d’'une purification awekituQlAquick® (PROMEGA). Cette
purification permet d’éliminer toutes les sourcespollutions, qui restent aprés la réaction de
PCR et qui peuvent nuire au séquencage des fragraemtlifiés: protéines liées a I’ADN,

nucléotides libres. Les fragments purifiés du géteié sont solubilisés dans de I'eau.

Le séquencage du fragment du géne codant poutderopmeb des individus d®. segetaet

de B. phaia est effectué au moyen de séquenceurs automatigppbed Biosystems
International PRISM®310 et 3100. Il faut préalabésidéterminer la concentration d’ADN

a séquencer pour vérifier qu’elle n'est pas infénéeaux limites acceptées par I'appareil : de
50 a 100 ng pour fournir un résultat optimal. Poela, une électrophorese est réalisée sur les
fragments issus de la PCR et purifiés, en placantéérence, un marqueur de quantité
(Invitrogen) concentré a 25ng/ul. Sur le gel, silbandes sont de taille et de brillance a peu
prés équivalentes au marqueur de quantité, ellela anéme concentration (1ul de la solution
contient donc 25ng d’ADN). La réaction de séquercag fait de la facon suivante.
L’incorporation d’'un didésoxyribonucléotide (ddNTR)la place d'un désoxyribonucléotide
(dNTP) provoque l'arrét de l'allongement de la cleat’ADN. Les ddNTP sont marqués
spécifiguement par des molécules fluorescentegrdiifes (A vert, C bleu, G jaune et T
rouge). Les fragments synthétisés sont ensuite&epar électrophorése. Un systeme optique
laser détecte la fluorescence portée par le fragreetion obtient un fluorogramme. Un
logiciel d’analyse spécifigue au séquenceur perdeetfaire la correspondance entre les

courbes de fluorescence et le nucléotide incorporé.

Les séquences obtenues sont traitées avec le pnogr&ioEdit Sequence Alignment Editor
version 7.0.4.1 (©1997-2005 Tom Halyww.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htinl Ces

séquences seront alignées et comparées a l'aid@qieences d’individus dB8. fusca un

haplotype Est I, un haplotype Est Il et un hapletypuest, précédemment séquencés
(Sezonlinet al, 2006a). La construction de I'arbre phylogénétigneutilisant la méthode du
maximum de parcimonie. Les valeurs deotstrap ont été obtenues en effectuant 1000
répétitions. La construction de I'arbre en maximdenparcimonie et le calcul des degrés de
divergence ont été réalisés avec le programme Megon 4.0 (©1997-2005, Kumat al,
2004, http://www.megasoftware.nét/L’extragroupe utilisé est représenté par unaiséce

deS. nonagrioidegLepidoptera : Noctuidae).
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Les populations, qui ont été séquencées pour lguear mitochondrial (N=130 individus),
sont les suivantes (Figure 29): 29 individus deptpulationB. phaia prélevés surP.
purpureumdans la forét tropicale humide de Kakamega a 1¥Dde Kenya ; 46 individus de
la populationB. phaiaprélevés suiP. purpureumdans la savane de la région de Kisii a
I'Ouest du Kenya ; 50 individus de la populationBlesegetgprélevés suP. deustundans la
forét ombrophile dans la région de Race coursést Idu Kenya ; 3 individus d8. phaia
provenant de la localité d’Ordoto en Tanzanie e@hdvidus de la population dB. phaia

provenant de la localité de Kerere forest en Ougand
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Figure 29 : Carte indiquant la position des prétésets des populations dgusseolasegetaet
Busseolgphaiaau Kenya, en Ouganda et en Tanzanie.

Marqueur nucléaire. Nous avons utilisé un protocole mis au point abotatoire
(Capdevielle-Dulacet al, résultats non publiés). Les conditions d’ampdifion du gene
RpL5 sont les suivantes : une dénaturation iniga85°C pendant 6min, suivie par 35 cycles
de 45 sec a 95°C, 50 sec a 63°C, 1min a 72°C,ymeésextension finale pendant 10min a
72°C. La Taq polymérase utilisée est la Tag Golpplied Biosystems. Le séquencage du
gene nucléaire RpL5 se fait dans les mémes conditijpie celles décrites pour le marqueur
mitochondrial. Certaines séquences ne sont pagitadgles directement : la quantité d'ADN
obtenue par PCR est trop faible ou des fragmentsaildes sont amplifiés a cause d’'un
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manque de spécificité des amorces. Il a alors @&éssaire d'utiliser une méthode de clonage
par vecteur plasmidique pour certains individugitégration du fragment RpL5 amplifié au
vecteur PCR2 (ou ligation) est réalisée avec lad&itigation Invitrogen (TA Cloning Dual
Promoter). Les bactéries compétentes utiliséesdmid souche DH& dEscherichia coli(2

ul de ligation pour 100 ul de bactéries compéténteas vecteur de clonage PCR2 porte un
géne de résistance a I'ampicilline et un gene peantede synthétiser la X-gal (coloration
bleu en présence de X-gal, blanche sinon). Leshastrésistantes a I'ampicilline (100 pg
par ml) et se colorant en blanc en présence del X8@aug par ml) sont sélectionnées car
elles posseédent le vecteur ayant intégré I'insADM cible. L'extraction et la purification de
I’ADN du vecteur sont réalisées a l'aide du kitiRega Wizard SV PLUS Minipreps. Cette
méthode consiste a détruire les bactéries pardigsrique et séparer I'ADN du vecteur de
I’ADN bactérien. La réaction de séquence sur lesmpides est faite en utilisant des amorces
spécifiqgues du vecteur de clonage (SP6 et T7)egcoadrent la zone d'insertion du fragment
d'ADN cloné.

Les populations, qui ont été séquencées pour lguear nucléaire (N=22 individus), sont les
suivantes : cing individus de la populationRlgphaiaprovenant de la forét de Kakamega, six
individus de la population dB. phaia provenant de la région de Kisii, sept individuslae
population deB. segetaprovenant de la région de Race course, deux mhasvB. phaia
provenant d’Ouganda et un individu phaia provenant de Tanzanie. L’arbre a été réalisé a
I'aide du logiciel PAUP* version 4.0 (Swofford (2B)) Sinauer Associates, Massachusetts)
en utilisant la méthode de parcimonie (1000 répés) et prenant comme extragroupe, la

séquence d8esamia calamistiddampson) (Lepidoptera : Noctuidae).

Construction d’arbres phéromonaukvec le logicielMesquitel.0.6 (Maddison et Maddison,

2005 ; http://mesquiteproject.ofjget la méthode de reconstruction par parcimon@ysn

pouvons coder les ratios des composés phéromomauxe des caracteres et les inclure dans
un arbre phylogénétique avec un code de coulegrabhalyses ont été réalisées par Bratca

al. (Comm. Pers.).
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2. Résultats

Marqueur mitochondrial.L’arbre phylogénétique construit en maximum decpaonie a
partir des séquences d’'un fragment du géne mitatfedrcodant pour le cytochromteest
représenté sur la Figure 30. Nous avons regroupindividus de la population d& segeta
dans un triangle pour réduire la taille de I'arphg/logénétique. Le détail de la population de
B. segetaest présenté sur la Figure 30. Le cladogrammenaagpuie le groupe comprenant les
populations déB. fuscase distingue parfaitement des autres populatioes.populations de
B. phaia provenant de Kakamega, Bephaia provenant de Kisii, d8. segetgrovenant de
Race course et |é8. phaia provenant d’Ouganda et de Tanzanie sont situées ldaméme
groupe phylétique. Au sein de ce groupe, on diggngrois clades. Un premier clade
rassemble les individus de la population Bephaiaprovenant de Kakamega, mais contient
aussi trois individus de la population dg@sphaiade Kisii (individus soulignés). Le second
clade regroupe les individa. phaiaprovenant de la localité Kerere forest en Ougahda.
troisieme clade se partage en deux. Premierementtegroupent les individus de la
population desB. phaia provenant de Kisii, ainsi qu’'un individB. phaia de Kakamega
(souligné). Deuxiemement, un clade contient togsinelividus deB. segetaainsi que les
deux individusB. phaia provenant de la localité d’Ordoto en Tanzanie. kakurs de
bootstrapobtenues sont assez importantes (>97), sauf paédaration entre |& phaiade
Kisii et lesB. segetgvaleur du nceud = 48). L’arbre obtenu montre Buphaiane constitue
pas une entité monophylétique, mais s’avere patéfipye compte tenu de la présence de la

populationB. segeta
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Figure 30: Arbre phylogénétique réaliseé en maximden parcimonie (1000 répétitions) avec le
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Les pourcentages de divergence sont décrits ddabliEau 6. En moyenne, le pourcentage de
divergence entre |d8. fuscaet I'ensembleB. phaidB. segetaest de 7%. Cette valeur, qui se
situe dans la moyenne basse des distances obsanttesdeux especes de Lépidopteres
Noctuidae (Silvain, Comm. Pers.), nous serviraaférence lors de la discussion portant sur
le statut spécifique dé3. phaia et B. segeta En comparaison, les divergences entre
I'extragroupe,S. nonagrioideset les espéeces du gemBasseolaest de 9,7% en moyenne et
de 8% ave®. fusca

La divergence génétique est de 4.5% eBtreegetaet B. phaiaKakamega et de 3.5% entre
B. segetaet B. phaiaKisii. Les populations dd. phaia Kakamega et dB. phaia Kisii
présentent entre elles un degré de divergencesée Ees valeurs sont significativement plus
faibles que la référence correspondant a la diveentreB. fuscaet 'ensembleB. phaidB.
segeta7%). Le clade qui diverge le plus fortement estiogui contient ledB. segetaet c’est
aussi celui qui est le plus homogene, c'est-aglitié ne contient que des individus identifiés
comme étant deB. segetalesB. phaiaprovenant de Tanzanie, qui sont proches de ce clad
B. segeta(1.2% de divergence), ont peut-étre été mal idéest De plus, les Bphaia
provenant d’Ouganda sont les plus proches du dantenant les Bohaiade Kisii (2.4%) de

divergence.
B. phaia | B. phaia | B. phaia B. phaia
B. fusca Kl?sii Ouganda Kakgmega B. segeta TarFl)zanie

B. phaiaKisii 7.3%
B. phaiaOuganda| 7.1% 2.4%
B. phaiaKakamega 7.1% 3.6% 3.4%

B. segeta 6.5% 3.4% 3.9% 4.5%

B. phaiaTanzanie 7.1% 3.5% 3.7% 4.3% 1.2%

S. nonagrioides 8% 9.6% 9.8% 9.7% 10.4% 10.4%

Tableau 6 : Taux de divergence calculés avec lgranome Mega 4 et suivant le modele de Kimura a

deux parametres.

165



Le genreBusseola

£ EBP2546Tz
Hz F BP2545T2 B. phaiade Tanzanie
81 BP2547 Tz
BS2477
BS1902
a1 | BS2482
B=2480
BS25622
B=1945
B=2489
B=2468
B=1946
B=1500
EL BS1947
— BS1508
BS2475
BS=1513
BS2520
BS1516
B=1514
# ES1512
B=1519
5— B=1518
B=1510
— B=1904
4568  BS2479
<| BS2472
BS2523
BS2517
BS=1948
BS=2519
BS=1509
B=2484
- B=2451
B=1501
B=2540
B=1507
A BS2483
B=2470
BS1504
ES1503
E=1903
BS=1502
B=1511
B=2471
BS=24R7
B=2473
B=2466
B=2518
B=1905
B=2476
B=2478
BS2474

)

Figure 31 : Détail de I'arbre phylogénétique : gpplation homogéne dés segetaassociée aul.
phaiade Tanzanie.

Marqueur nucléairel’arbre phylogénétique (Figure 32) présentantdesnées du marqueur
nucléaire RpL5 permet aussi de distinguer des slaiadividus, méme si les populations
apparaissent beaucoup moins homogénes que précémen@puelques groupes se séparent,
comme pour les clades mitochondriaux, et ces sepasasuivent les données géographiques.
Un premier clade regroupe quatre des cing individkeisa population d&. phaiaprovenant

de Kakamega (groupe mitochondrial d&sphaia de Kakamega, Figure 30). Le cinquieme

individu est isolé. Les six individus de la popidatdeB. phaiade Kisii sont regroupés dans
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un méme clade et, présents avec eux, se trouvertelex individus prélevés en Ouganda.
Dans cet arbre, 1eB. phaiade Kisii et ceux d’Ouganda sont mélangés. La patjpr deB.
segetaest séparée en deux groupes : un qui comprendiruingdus deB. segeteet I'autre
deux individus deB. segetaet unB. phaiaprovenant de Tanzanie. Ce rapprochement est
congruent avec linformation apportée par la topgeoobtenue avec le marqueur

mitochondrial (Figure 30).
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Figure 32 : Arbre phylogénétique réalisé avec ldhode de parcimonie (1000 répétitions) avec le
logiciel Paup 4 a partir des individus Bephaia et deB. segetad’origines différentes. L’extragroupe
estS. calamistis.
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Arbres phéromonaux.Les arbres phéromonaux sont représentatifs defératites
significatives observées entre les especes ou gigs dans la partie d’écologie chimique.
Nous allons décrire un seul arbre, qui correspandoeposé Z9-14:Ac dont la différence de
ratios est significative entre les femellesBlduscaet les femelles de Bhaiaet B. segeta
L’arbre phéromonal (Figure 33) montre que les iiilis deB. fuscadifférent des autres

individus par les couleurs orangées correspondantfart ratio.

3. Discussion et conclusion

Les résultats obtenus confirment le statut de baspece dB. fuscaet suggerent, compte
tenu principalement de la non monophylie Rlephaig qu’il convient de redéfinir le statut
taxonomique dé@. phaiaet B. segetaSi I'on se réfere a Brower (1994), les pourceesage
divergence observés entre les séquences du géoehoridrial codant pour le cytochrorhe
situent la séparation enti fuscaet I'ensembleB. phaia/ B. segetail y a environ trois

millions d’années (Figure 34).

( Ancétre commun>

~3 Ma

Busseola fusca Busseola sp.

~1.5M ~2 Ma

v

& Vallé
Type Type V?iltllee Type B. phaia B. phaia o
Ouest EstKIl| rit | Est Kl Kisii Kakamega | "™ B. segeta
divergence : 2.5% divergence : 4%

Figure 34 : Schéma d’'une hypothése évolutive réalds partir des données de phylogénie entre les
especes du genBusseolalLVC = Ligne Volcanique du Cameroun et Ma = mifigod’années.
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Deux résultats importants vont dans le sens d'wdéfmition du statut spécifique de
B. phaiaet B. segetaD’une part la paraphylie dB. phaiapourrait inciter a la définition
d’'une seule espéce constituée de plusieurs popogatD’autre part, les taux de divergence
observés entre les différents clades regroupanntgidus considérés comme appartenant a
'une ou l'autre de ces espéces, dans leur acoeptiEtxonomique initiale, peuvent donner
lieu a une discussion. Pour cela, nous pouvonsdpgeen compte d’autres genres de
Lépidopteres, dont les especes ou populations @na@érieurement définies. Il ne nous
appartient pas ici de procéder a un acte de nomueme) nous pouvons cependant préciser
guelles pourraient étre les options a considérer pedéfinir le statut taxonomique d&
phaiaet B. segetaen nous basant sur la topologie des arbres naitatfal et nucléaire. Dans
notre cas, les taux de divergence sont observéd@énagment du gene mitochondrial codant
pour le cytochromd, qui évolue sensiblement plus vite que le gén®chitndrial codant
pour la cytochrome oxydas€COl) chez les Lépidoptéres Noctuidae. Les tausidergence
entre les principaux clades définis au sein du ged phaia/ B. segetasont de I'ordre de
4%. Cette valeur est supérieure a ce qui est obgarire les trois clades mitochondriaux de
B. fusca(2,5%) ou a ce qui est observeé entre les raceédasideS. frugiperda(Lepidoptera :
Noctuidae), qui présentent un taux de divergenc2 88 (Prowelkt al, 2004 ; Lewteet al,
2006). Ce taux de divergence dans le grddpghaia/ B. segetaest pourtant inférieur a ce
qui est couramment observé pour le méme fragmegéde mitochondrial entre deux especes
dans le genr@usseola 7% entreB. fuscaet le groupeB. phaidB. segetaCette divergence
est aussi inférieure a celle trouvée entre deugaespde genre différent : 8% enefuscaet

S. nonagrioides ou encore entre deux espéeces éloignées du méme g8% dans le genre
Spodopteraentre par exempl8. lituraetS. descoingiSilvain, Comm. Pers.).

Cependant, la divergence de 4% observée dans u@aBo phaia/ B. segetaest légerement
inférieure ou identique a celle observée entre elgmeces cette fois phylogénétiquement
proches dans le gen8podoptera S. littoralis et S. litura (Fabricius) (Silvain, comm. pers.).
D’autres exemples montrent (i) soit des taux desrdjgnce tres faibles entre deux especes,
seulement 2,3% de divergence pour le gene mitoctadncbdant pour le COI entre des
especes du genfastrinia (Roelofset al, 2002) ; (ii) soit des taux de divergence trevéde
entre des populations écologiques (Saledtal, 2002).

Dans notre cas, si on considere qu'une distancg&tigée de 4% peut, chez les Lépidopteres
Noctuidae, constituer un seuil de divergence spgmEf on se trouverait alors devant cing
taxons différents, qu'il conviendrait de redéfinitérieurement et de nommer. En particulier,

le terme de I'espedB. phaiaperdrait sa signification en raison de la parahgu groupe et
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correspondrait alors a plusieurs taxons différe@es.seuil de 4% demande toutefois a étre
validé dans le cas du gerBasseolaet des genres voisins comme le gedesamia
Alternativement, une autre hypothése ne doit pes &¢gligée. Nous pouvons étre face a
I'existence d'une seule espéce rassemblant cingatmms différenciées qui, compte tenu des
degrés de divergence observés, pourraient étreidénées comme des sous-espéeces
géographiques et écologiques proches. Il est glarnous nous trouvons ici face soit a des
populations trés divergentes en voie de spéciasioibh A des espéeces étroitement apparentées.
Nos résultats nécessitent l'augmentation de [I'éthamage a d'autres régions
géographiques au Kenya ou dans d’autres pays, gmuwoir statuer sur les valeurs des taux
de divergence. Comme polr fusca(Sezonlinet al, 2006a et 2006b), les cladesRlesegeta

et B. phaiadifferent par leur situation géographique. Plusiguopulations géographiques se
définissent selon que les individus proviennentade2gion de Race coursB.(segety de

Kisii (B. phaig), de KakamegaB. phai@ ou de pays proches du Kenya (Ouganda et
Tanzanie). Les résultats de I'analyse a l'aide @dugueur nucléaire du gene RpL5 tendent a
confirmer le fait queB. segetaet B. phaiadoivent plutbt étre considérées comme des sous-
especes ou des populations au sein de la mémeegspéume le suggéraient Le Rl et Moyal
(Comm. Pers.) sur la base des caracteres morphakxsyi

Le code international de nomenclature zoologidqu&{//www.iczn.org/iczn/index.jgpnous

indique que dans le cas d’'un regroupement de dgpeces en une seule, il faut donner a cette
espece le plus ancien nom validé par la commissiternationale, selon le principe de
priorité. PourB. phaiaet B. segetal’auteur (Bowden) a nommé ces especes dans leemém
article en 1956, ce qui ne nous permet pas de fairehoix de priorité du norphaia par
rapport au nonsegeta

La présence d’haplotypes dB. phaia de Kisii dans la population de Kakamega et
inversement, peut résulter de flux de genes emesedeux populations. Ces flux sont a mettre
en relation soit avec des capacités de déplaceprepres a certains insectes, soit avec
I'action de 'homme qui, par le transport de planpaur I'alimentation du bétail, déplace les
populations d’'une zone géographique a une autre fl@e ont été montrés entre trois clades
d’haplotypes mitochondriaux digs pini (Say) (Coleoptera : Scolytidae) aux Etats-Unis a
I'aide d’un marqueur mitochondrial. Des haplotypesclade | sont présents dans les clades I
et lll et prouvent I'existence d’'un flux de géne ldest vers I'Ouest, probablement di a la
proximité des régions refuges pendant les périgtisaires (Cognatet al, 1999). Dans le
cas deS. frugiperda l'existence de tels déplacements d’individus adignée «riz » vers le

compartiment mais a été montrée (Prowehl, 2004).
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lll. Discussion générale du chapitre

En se fondant sur nos résultats a la fois d’écelagimique et de phylogénie, nous pouvons
observer des corrélations entre ces deux discipli@enous prenons en compte les individus
femelles dont nous avons pu identifier la phéromemauelle, les différentes espéeces du genre
Busseolase distinguent au niveau phylogénétique et aussiigeau des composeés et ratios
des composés phéromonatix. fuscase distingue du group®. phaia/ B. segetapar une
phéromone a quatre composés, mais aussi par désedides de ratio de ces composés, la

phéromone d8. fuscacontient un ratio important de Z9-14:Ac.

Aux vues des différences de milieu de vie et datpkhbtes, des variations phéromonales, de
la paraphylie de I'espéd®. phaiaet des faibles degrés de divergence (distancestigaas
inférieures a 4%)B. phaiaKisii, B. phaiaKakamega eB. segetasemblent étre des « races »
écologiques ou géographiques, voire phéromonakssniélanges phéromonaux des femelles
B. phaiaKisii et des femelle8. segetgrésentent la méme quantité du composé alcool, Z11
14:0H, et d’'un point de vue phylogénétique, cesxdespéces sont les plus proches. Par
contre, elles sont plus éloignées génétiquementaiaslles deB. phaiaKakamega, dont la
phéromone comporte une grande quantité de Z11-14t@sifemelleB. segetase séparent
génetiquement des deux autBesphaig Kisii ou Kakamega, en formant un clade homogene
et se distinguent aussi au niveau phéromonal paatiom plus important du composé acétate

Z11-16:Ac, ratio qui les rapprochent des femeBefusca(Figure 35).

La phylogénie réalisée a partir d'un fragment deegmitochondrial est congruente avec la
différenciation des espéces ou des populationtasheise de la composition de la phéromone
sexuelle femelle. Ce type de corrélation a été adrdahez d’autres genres de Lépidoptéres

et a permis d’établir des hypotheses de scénafutfs.
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B. fusca |
|
B. segeta
B. phaia |
o |p—
0Z11-16:Ac
hai | 0 Z29-14:Ac
Ki'kgrféza mZ11-14:0H
Résumé de I'arbre phylogénétique 0% 5% 10% 15% 20% 25%

Ratios de composés

Figure 35 : Corrélations entre les données molé&egl&t les données phéromonales entre les espéces
du genreBusseola.

Par exemple, la phylogénie fondée sur I'analyse agment du gene mitochondrial codant
pour la cytochromexydase limontre une séparation nette entre les especesmle@strinia
dont la phéromone est composée disomeresAtie-14:Ac : O. orientalis (Mutuura et
Munroe) etO. nubilalis et celle dont la phéromone est composée d'isaragal2-14:Ac :

O. furnacalis(Ilshikawaet al, 1999).0. furnacalisest la seule pyrale connue qui utilise des
isomeres deA12-14:Ac. Une hypothése évolutive a été propod&mcétre de toutes les
especes du genf@strinia possédait la capacité de synthétisenle$-14:Ac (Ishikawaet al,
1999). De plus, Roelofst al. (2002) ont découvert que la glande phéromonaldeataslles

O. nubilalis contient le gene de I'enzym&l1-14 désaturase, qui permet la production des
isomeresA11-14:Ac, et aussi le gene de I'enzyixied-16 désaturase utilisée garfurnacalis
pour synthétiser les isomera$2-14:Ac.

Les études sur les désaturases mettent en avauskabilité qu'un changement dans la
communication phéromonale peut résulter d’'un charege dans le systéme de régulation
controlant I'expression des genes codant pour teg/mees de biosynthese. L’hypothéese
avancée par les auteurs est que I'ancétre commuresieleux especes devait posséder les
génes de synthése pour les deux mélanges phéromd@ependant, il faut garder présent a
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'esprit que toute modification du systeme de comitation phéromonale, due a un
changement de ratios des composés, ou méme a wmgechent qualitatif des produits
phéromonaux, ne peut étre effective que si lessrgdat capables de répondre a la nouvelle
phéromone.

Dans notre étudd. fuscaet le groupds. phaia/ B. segetaqui appartiennent au méme genre,
descendent d’'un méme ancétre commun. Cependante goeut pas dire si cet ancétre
produisait ou non du Z11-14:0H dans son mélangeoph@nal. Les femelles d®. fuscaet

du groupeB. phaia/ B. segetgroduisent une phéromone sexuelle complexe eihatey qui
représente un facteur important dans lisolemeriroducteur chez ces insectes. La
production d’'un tel mélange est le résultat de mi&oaes complexes, mettant en jeu un
certain nombre d’enzymes (Tillmast al, 1999 ; Strandh, 2005). Dans notre cas, on peut
alors envisager plusieurs hypothéses sur I'évatutie la production de ces phéromones
(Figure 36. L'acide gras a 14 atomes de carbone (14:Acidelyasesforme aprés I'action
d'uneAll désaturase en E et Z11-14:Acides, puis en a¢&oétZz11-14:0H) par réduction

et enfin en acétate€E11-14:Ac et Z11-14:Ac par acétylation. L’acide gras a 16 atomes de
carbone se transforme aprés l'action d'wid désaturase en Z11-16:Acide. A ce moment, le
Z11-16:Acide s’engage dans deux réactions : (i) néaiction le transforme en alcool Z11-
16:0H et une acétylation le transforme 2h1-16:Ac; (ii) perte de deux carbones (Z9-
14:Acide) suivie d’une réduction puis une acétglatil donne 1€29-14:Ac.

Nous ne savons pas si les mécanismes de synthésemunale ont commencé a transformer
la totalité du Z11-14:0H, présent chez I'ancétrengwn, en Z11-14:Ac parallelement a la
séparation d®. fusca;, ou si au contraire, ces mécanismes ont permisodserver un taux
variable de Z11-14:0H, absent dans la phéromonkadeétre commun, dans le grouBe
phaia/ B. segetaou il est devenu un composé phéromonal. Lestedswudur la présence ou
I'absence de cet alcool sont dus au jeu de I'enzgiaedtylation qui utilise ou non la totalité
du substrat dont elle dispose. L’alcool étant €miédiaire de la biosynthése des acétates.
Nous pouvons penser que I'ancétre commurBdéuscaet du groupeB. phaia/ B. segeta

possédait cet alcool.

%les noms de composés en gras sont les composgglaéromone des femelles étudiées du gBneseola
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Acide gras

l

Al1l Désaturase

16 : Acide » 711-16: Acide
-2C
-2C
14 : Acide Réductas
A1l Désaturase 79-14 - Acide
Réductase
E/Z11-14: Acide
; Z11-16 : OH Z9-14: OH
Réductase
E/Z11-14 : OH
Estérase
Estérase
Z11-14 : Ac ! !
E11-14:Ac 711-16 : Ac. 79-14 : Ac

Figure 36 : Synthese phéromonale des quatre compogduits par les especes du gaBusseola le
Z11-14:Ac, le E11-14:Ac, le Z9-14:Ac, le Z11-16:Atle Z11-14:0OH.

Les variations de ratio des différents composésgohénaux produit par une femelle doivent
avoir une signification comportementale chez letemée la méme espece. C’est a ce niveau
que sont utiles les résultats de nos expérimenttem tunnel de vol sur le comportement
croisé entreB. fusca B. segetaet B. phaia Les attractions interspécifiques enBefuscaet
les populations du group® phaia/ B. segetasont significativement inférieures a I'attraction
intraspécifique observée chBz fusca mais existe. Le composé supplémentaire présest da
la phéromone d®. segetaet deB. phaiane bloque pas le comportement des maleB.de
fusca mais le diminue. Ce résultat mérite toute notteendion car, chez certains
Lépidopteres, I'ajout d’'un composé dans la phéramimmelle engendre I'arrét complet du
comportement d’attraction du male : on parle «rdsiment » en anglais. Par exemple,
Lymantria disparLinné etL. fumida deux especes de Lépidopteres Lymantriidae, vigant
sympatrie dans de nombreuses localités au Japoph&@mmone dé&. disparest constituée
de la disparlure (Cardé, 1977), alors que dhémmida s’ajoute a la disparlure, le 2-methyl-
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Z7-octadecene. Ce composé bloque l'attraction didesrdel. disparen agissant comme en
antagoniste et donc en diminuant les croisemené&spécifiques. La diminution du taux
d’attraction interspécifigue des males permet agobaespéce de conserver son systeme

spécifique de reconnaissance (Schaefed, 1999).

Dans d’'autres exemples, comme entre les especesustespeces du gerBeisseola les
males d’'une espéce de Lépidopteres répondent ddeompone de femelles d’'une autre
espece. C'est le cas pour les deux especes du @estrénia: des expériences de
comportement croisé en tunnel de vol ont montré quelques méales (15%)@. nubilalis
répondent a la phéromoned’furnacaliset quelgues males (3%)@. furnacalisrépondent a

la phéromone de l'autre espece (Liinal, 2003 ; Linnet al, 2007). Les phéromones étant
différentes, il est surprenant que les males desmece entrent en contact avec les femelles
de l'autre espéce. Les males de ces espéces dpaesdder la capacité d’'intégrer et de traiter
aux niveaux de leurs récepteurs antennaires lesmiations produites par la phéromone des

femelles appartenant a une autre espece.

Dans notre étude, méme si la réponse interspéeifiegt plus faible (environ 20% en
moyenne) que la réponse intraspécifique cBeZusca(80%), elle existe. Certains males
d’'une espece peuvent détecter et traiter I'inforomablfactive produite par la phéromone
d’'une autre espece du méme genre. Plusieurs capassibles : soit les males Be fusca

qui répondent a la phéromone Be segetaet deB. phaia ne sont pas perturbés par la
présence d’alcool, soit ils integrent seulementplesluits qui correspondent a la phéromone
de leur partenaire sexuelle, c'est-a-dire qu’ilprésenteraient pas de récepteurs antennaires
au composé alcool. La diminution de réponse lgieseser qu’ils enregistrent I'information
donnée par l'alcool, mais qu’ils répondent quandmméau mélange phéromonal. La
diminution de réponse peut aussi étre due a l@rdifice de ratio des autres composés que
I'alcool. Les méles qui manifestent 'ensemble deséquence comportementale sont moins

discriminants quant a ces variations.
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La réponse des méles d’'une esp&sdusca a la phéromone d’'une autre espece, le gr&@upe
phaia/ B. segetaau sein du genrBusseolamontre que ces males n'ont pas une fenétre de
réponse aussi étroite et stricte que chez d’aespsces de Lépidopteres. Au sein du groupe
B. phaia/ B. segetales attractions croisées n'ont pas pu étre &adi®t il serait intéressant
de voir si les populations se reconnaissent, sendgmt et se croisent. La plasticité de
réponse d’'une espéce ou sous-espedudseolaa la phéromone d’'une autre espéce ou sous-
espece peut permettre de comprendre pourquoi reri@iales ont pu répondre a une
composition phéromonale différente produite pamatit nombre de femelles et comment a
pu se produire la divergence enBefuscaet le groupeB. phaia/ B. segetaet comment ont

pu se créer les races phéromonales observées elap®upeB. phaia/ B. segeta La
divergence observée au niveau phéromonale Bntigscaet le groupeB. phaia/ B. segetaa

pu se mettre en place par I'action d’'une spéciasigmpatrique ou écologique, par exemple
par une spécialisation a une plante-hote différdWais savons que l'introduction du mais en
Afrique est trop récente pour agir sur cette sémaran deux especes qui datent d’environ
trois millions d’années. Les plantes-hétes concemp@urraient étré®. purpureumpour B.
phaia P. deustunpourB. segeteet S. bicolorpourB. fusca Nous ne pouvons pas dire, aux
vues de nos résultats de biologie moléculaire stddgations qu’ils nous permettent de faire,
qui deB. fuscaou du groupd. phaia/ B. segeta divergé en premier. Nous ne pouvons donc
pas donner la plante ancestrale de ces espechansagie les plantes-hétes citées plus haut

sont toutes d’origine africaine.

L’absence de données sur I'attraction croisée d@htyghaiaet B. segetaest regrettable parce
que ces données auraient apporté un élément sugtidne a la proposition de révision du
statut taxonomique des deux espeéces. Il importamiader la séparation a la fois au niveau
physico-chimique et au niveau génétique des depxlptions géographiques 8e phaia Le
mélange phéromonal étant moins variable eBtr@haiaet B. segetagqu’entre le groupé.
phaia/ B. segeteetB. fusca la plasticité de réponse des males pourraitgtre grande dans

le groupeB. phaia/ B. segeta L'importance de la fenétre de réponse des méalesne
modification au niveau de la synthése de la phérmrsexuelle femelle peuvent expliquer la
possibilité de formation de races phéromonales.sNmuvons penser que ces populations
sont en cours de spéciation. La séparatioBdsegetapourrait étre due a une spéciation
allopatrique provoquée par la présence de la valiedift qui peut empécher un flux de
genes constant ou par un changement de planteghdsegn rapport avec le phénomeéne de la

spéciation sympatrique. La divergence emdregphaiaKisii et B. phaiaKakamega peut étre
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by

due a un phénoméne de spéciation sympatrique paradaptation a un milieu de vie
différent, savane ou forét tropicale humide.

A partir de I'ensemble des résultats concernardyktéme spécifique de reconnaissance au
sein de l'espec®. fuscaet des données sur l'isolement reproducteur dasreespéeces du
genreBusseolanous pouvons envisager plusieurs hypothésestéxasu

B. fuscas’est séparé en trois groupes regroupant les typpl® Ouest, E¥I et EstKIl . La
séparation Est — Ouest est probablement due adsemre de la ligne volcanique du
Cameroun et la séparation a I'Est a la formatiomadeallée du Rift (Sezonliet al, 2006a).
Les deux groupes d’haplotypes mitochondriaux detl'@&e I'Afrique sont de nouveau en
sympatrie et sont interféconds.

Le groupe d’haplotypes Ouest se trouve toujourslEpatrie par rapport aux deux autres,
mais, aux vues des analyses phéromonales et dédenqes de comportement, il n'y a pas
eu de différenciation du SMRS entre ces deux greute populations géographique. La
composition phéromonale ainsi que les ratios déérdnts composés sont les mémes et les
males et les femelles sont fortement interattractdi les individus des deux populations
géographiques sont remis en contact, il est trébgime qu’ils se reconnaissent comme
partenaires sexuels. Nous pouvons émettre une igg®tpouvant expliquer pourquoi le
SMRS n’a pas divergé entre ces populations, mé#dgséparation ancienne. Nous sommes en
présence de Lépidoptéres ravageurs des culturagaitement 8. phaiaet B. segetales
conditions de vie pouB. fuscadans les cultures de mais et de sorgho sont aatiee I'Est

et 'Ouest de I'Afrique, en tout cas plus proches tes differences de milieu de vie observées

entreB. phaiaetB. segeta

Une hypothese évolutive (Figure 37) pour le groBpghaia/ B. segetaest décrite ci-apres.

Si nous prenons en compte les individus analysése e répartition d’origine dB. phaiaet
deB. segetase situait de 'Ouganda en Tanzanie en passaré @nya, ou elle s’étendait au
moins de la forét de Kakamega a la région de Races€. Dans le mélange phéromonal, les
ratios de Z11-14:0OH et de Z11-16:Ac étaient faibldse barriere géographiqgue marquée, la
vallée du Rift se met en place et entraine la séijpar deB. phaiaet deB. segetail y a
environ deux millions d’années. Le ratio de Z11Aba augmenté, par le jeu des enzymes de
synthese, chez les femelles BlesegetaEn cas de remise en contact, elles se distingtiero

alors des femelles dB. phaia De plus, les individus dB. segetacolonisent une nouvelle
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plante-hoteP. deustumCette colonisation peut se faire aussi par ldsvidus deB. phaia
depuisP. deustunsur P. purpureum Nous ne pouvons pas savoir, a l'aide de nos dmné
quelle est la plante originelle de I'ancétre commDe plus, la période de reproduction
change pour avoir lieu plus tard dans la scotophheeB. segetaou plus tét cheB. phaia

De leur c6té, a I'Ouest de la vallée du Rift, degandividus deB. phaiase sont adaptés a un
milieu différent, représenté par la forét tropicdie Kakamega située de l'autre c6té de la
portion du lac Victoria présent au Kenya et leaale Z11-14:0H a augmenté chez les
femelles : la séparation de la populatihrphaiade Kakamega a eu lieu.

Dans un deuxiéme cas, le ratio initial du Z11-14:€kit élevé au sein du groupe phaia/

B. segetaUne barriere géographique marquée (vallée dy Riftéparé leB. phaiadesB.
segetal y a environ deux millions d’années comme danpremier cas. A peu pres au méme
moment, une population d& phaiaa investit un nouvel habitat représenté par lasawde
Kisii. Le ratio du composé Z11-14:0H des deux papahs,B. phaiade Kisii etB. segeta
ainsi séparées a diminué et leurs mélanges phémmae distinguent alors de la population
deB. phaiade la forét tropicale de Kakamega

Les données moléculaires nous indiquent que lewidus situés en Ouganda sont plus
proches de la population dBs phaiade Kisii. Il semblerait donc plus probable que Bes
phaiade Kakamega aient divergé par rapport a la papualaitiale. Pour aller plus loin dans
cette hypothéese évolutive, il faudrait recueillilup de données a la fois moléculaire,
phéromonales et comportementales d’autres popuotatie I'espec®. phaig ainsi que des
données biogéographiques de I'étendue de la fer&attamega ou de I'étendue de la savane

de Kisii a I'époque de la divergence.
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Figure 37 : Schéma des hypothéses évolutivesPqiraiaetB. segetd AR : aire de répartition).
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Conclusion

Lorsque nous avons débuté ce travail de theseesimliectifs était d’étudier le SMRS Be
fusca son éventuel variabilité intraspécifique et sotioa sur la structuration et la répartition
des populations géographiques et définies génétigue L'identification phéromonale de
nombreux individus, typés génétiguement comme appant a differentes populations Be
fusca nous a permis de constater que le mélange phé@aime difféere pas en fonction de
I'origine géographique des insectes étudiés etlguaise en place de pieges phéromonaux
pourra se faire avec la méme composition de syethasssi bien a I'Est qu’'a I'Ouest de
I'Afrique. L’étude génétique a l'aide de marqueumstochondriaux et nucléaires n'a pas
permis d’observer une corrélation entre I'écologiBimique ou comportementale et

I'appartenance a des populations différenciées@gmmarqueurs.

Apres la partie qui concernait les populations é’'umeme espéce, nous avons abordé I'étude
au sein du genrBusseola Cette étude a révélé la complexité des facteurdsglent ces
espéeces au niveau reproducteur et des leurs rdgtloylogénétiques. Consécutivement, nous
avons proposé plusieurs alternatives pour résdadgrobléme taxonomique d& phaiaet de

B. segeta La diminution des échanges de genes entre cesesspt populations est due a de
nombreux facteurs, géographiques et écologiquess, agsi comme nous I'avons démontré,
phéromonaux et comportementaux. Ce systeme compbaxeet d’'observer la mise en place
d’un isolement reproducteur a la fois entre de®esp et aussi entre des populations au sein

d’'une espece et de faire ’hypothése d’'un mécandegpéciation en cours.

Un des points important de cette étude a été detraroma validité d'une approche
multidisciplinaire lorsque I'on s’intéresse a unenonunauté d’espéces et de populations.
L'utilisation de marqueurs moléculaires, soumisifiéentes contraintes évolutives, nous a
permis de retracer le passé évolutif des especds eroposer des hypotheses évolutives.
Nous avons aussi étudié le systeme de reproduetitve des individus sur plusieurs niveaux,
a la fois au sein d’'une espéce et aussi entrereliffés espéces. Une telle approche des
relations entre ces individus, fondée sur la comibon de plusieurs caractéres indépendants,
aussi bien comportementaux, biochimiques et modad, se révéle importante pour la
compréhension des mécanismes de la spéciationrétalde I'environnement sur I'évolution
du systéme de reproduction. Dans ce travail, neassaréalisé que la définition d’une espéce
et des processus de la spéciation peuvent se cafrgrléorsque I'on enrichit des analyses

phylogénétiques avec des données de type companti@ime
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Cette étude fondée sur des espéces appartenanérae genre et ayant le méme ancétre
commun nous a permis de discuter sur I'évolution sistémes de reproduction au cours du
temps, afin d’engendrer la séparation d’'une espaceapport a une autre. Nous retrouvons
ici un exemple de I'évolution des systemes de ®gdalphéromonale, qui permet de jouer sur
différents facteurs selon le niveau de différemomat I'ajout d’'un composé entre deux
especes éloignées ou des différences de ratias degrpopulations ou des especes proches. A
priori, la composition phéromonale tient un rélejena dans la séparation de ces especes et
populations, méme si elles se distinguent aussdparfacteurs temporels et géographiques.
Les données obtenues a partir de telles rechepthesrent une base contextuelle sur laguelle
s'appuyer pour reprendre des études sur d’autrpsldéres ou d’autres insectes, afin de
comprendre les mécanismes de la spéciation, aiessiatlopatrique que sympatrique. Les
études fondées sur lidentification phéromonale l@u comportement pourront étre
argumentées avec des données moléculaires, afmielex comprendre les liens pouvant

exister entre les espéces ou entre les individusedméme espéce.

D’un point de vue appliqué, ce travail a permiddintification de trois phéromones sexuelles
femelles dont on a démontré I'efficacité sur ledar. L'utilisation de la phéromone sexuelle
de B. fuscapeut permettre d’adapter la lutte chimique cooeaavageur ou de développer
d’autres méthodes de lutte plus respectueuse degirbmnement et de la santé humaine.
L'utilisation des phéromones du groupe phaia/ B. segetapeut permettre de gérer les

risques d’'un éventuel passage du compartiment galaxa compartiment cultive.
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Annexe 1 : Schéma de la fibore SPME et de son stuppor
photographie d’'une glande phéromonale (loupe bilaeux 50)

Surface de la glande
sur laquelle est frottée

la fibore SPME
ide aj o ( /
Guide ajustable pour % gf‘z
linjection dans—»  § S apille
I'appareil de GC N Pap
Lo \ annale
Ovipositeur

Aiguille contenant

la fiore ™ papille

rectale

la fibore SPME—»

Annexe 2 : Les composés de la phéromone sexuatiellede
Busseola fusca

Z11-14:Ac CH3;— CH,— (|3= Cll— (CHp)10— O— C— CHg

H H @)

H
E11-14:Ac
CH3— CHz— C=C— (CHz)lo— O—C— CH3

H @)

Z9-14:Ac CH3;— (CHp)3— C=C— (CHy)g— O— C— CH;
H H @)

711-16:Ac CHs— (CHp)3— C= C— (CHy)10— O — C— CHs

H H
fonction acétate
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Annexe 3 : Protocoles pour les locus microsatsillite

Amplification PCR

ADN dilution 10 lul

Tampon 10X 1pL

Qsol 2uL

dNTP 0,5pL

Amorce F 0,2uL Sauf pour le 0,4 uL
Amorce R 0,2uL locus B2.67 0,4 pL
Taq 0,05uL (=0,25V)

H20 5,05uL 4,65 pL

Programme PCR Touch down (Thermocycleur Eppendorf)

95°C 15 min

94°C 30s

58°C 30s . -0,5°Clcycle X16 (de 58 a 50°C)
72°C 30s

94°C 30s

55°C 30s > X30

72°C 30s

72°C 10min

Dilutions et plex

Plex 1 Plex 2 Plex 3
B1.65 d200 B1.29 d50 B2.67 pur
B2.41 A voir B1.70 d100
B3.21 d100 B3.117 d150
Nom du . Code de , , . Nombre| Taille de
locus Motf GenBank Séquence de amorce 5-3 d'alleles| I'Allele

F: TCAAACACGGCAACTCTTAC
B1.29 | (TCT)8 | AY884595 R TAGAAAGCCTTGGGGGAG 4 106-130

B1.65 | (GAA)9 | AY884596 F: CTGGGATGGGTAGTTTGCATAGTG 5 168-183

R: CTTCGATATCAAGATCTGCATGTTC

B1.70 | (AAG)8 | AY884597 F: CGGTCGTTGTGAAAATCCTTGG 5 120-132

R: GTGAAGATGGTAGCGCAGCTGT

F: AGGGCACGGCTTCTTTAG
B2.41 [(CTT)10] AY884598 R TGGCGTCGCATGATTGAG 4 159-171

F: TCGTTTTGGAAAGCCTTG
B2.67 | (GAA)7| AY884599 R TTTATTTTGGGGTGGACC 5 158-176

F: GGACGATTTTCACGACTT
B3.21 | (CA)10 [ AY884601 B ACCAGTCAGGOTCACTAA 10 |126-178

B3.117 | (AG)13 | AY884602 F: CAAGGATACCACCTCACGCCAAG 10 159-187

R: GATGGTAGTTGTCGCAGCGAAGC

Caractéristiques des locus microsatellites (Faugheain, 2005).
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Annexe 4 : Composition du liquide de Faure

Composition :
- eau distillée 50 cc.
- hydrate de chloral 50 g.
- glycérine 20 cc.

- Gomme arabique blonde 30 g.
Protocole :

1) Mélanger a froid I'eau distillée et I'hydrate dieloral. Ajouter la glycérine quand I'hydrate
est totalement dissout

2) Mettre la gomme arabique dans un sachet dettabefin
3) Laisser tremper a froid et a I'air libre ce setottans le liquide obtenu
4) Agiter frequemment pour faciliter la diffusioenite

5) Recouvrir pour éviter les poussieres
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Le systéme de reconnaissance du partenaire seSNHRS) développé par Paterson est un
critére important dans la caractérisation des espddans ce cadre, I'étude d’un complexe
d’especes de Lépidopteres trouve son intérét. Awy&ele genrdBusseolaest représenté par
trois espécesB. fuscaoffre un cas intéressant de passage quasi absolompartiment
sauvage au compartiment cultivB.; phaiaet B. segetas’apparentent a un cas de fidélité a
I'héte endémiqueB. phaiaetB. segetgartagent leurs aires de répartition aBefusca mais
sont isolées par la vallée du Rift et par les @sititbtesB. segetaet B. phaiamontre une
grande proximité systématique. Nous avons étudésr taxa au travers d’'une approche
d’écologie chimique et de phylogénie. La divergignétique observée ch& fuscaau
niveau populationnel n’est pas corrélée avec umahitité du SMRS. CheB. phaiaet B.
segeta I'étude du SMRS a permis de caractériser les cosamtes de lisolement
reproducteur. L'analyse phylogénétique combiné&cologie chimique a permis d’émettre
différentes hypothéses quant au statut d’espeée pdhaiaetB. segeta

Mots-clés : spéciation, SMRS, population, isolemergroducteurphylogénie,haplotype,
phéromoneattraction,comportement de courelation plante-insectdd. fuscaB. segetaB.
phaia cytochromeb, microsatellites, GC, GC-MS, SPME, tunnel de vol

Title: Chemical ecology and phylogenetic approachelree African
Lepidoptera species of genBasseolgNoctuidae)

Specific mate recognition system (SMRS) describgdPhterson is an important factor in
species characterization. In this context, studiegidoptera species complex is interesting.
In Kenya, genuBusseolas represented by three speciBsfuscais an interesting case of a
practically complete shift from wild compartmentdoltivated area whered&s phaiaandB.
segetaare likely to be an example of host fideli§. phaia andB. segetashare their range
with B. fusca but are separated from each other by the Rifeyand host-plant®. phaia
and B. segetaare very close related by taxonomy criteria. Wedigtd these taxa through
chemical ecology and phylogenetic approaches. @emitersity observed irB. fusca
populations is not correlated with SMRS variabilibly B. phaia andB. segetathe study of
SMRS led to the characterization of the reprodectsolation components. The phylogenetic
analysis combined with chemical ecology contributednake different assumptions on the
species status &. phaiaandB. segeta

Key-words: speciation, SMRS, population, reprodigctisolation, phylogeny, haplotype,
pheromoneattraction,courtship behavioumlant-insect relationshiB. fusca B. segetaB.
phaia cytochromeb, microsatellites, GC, GC-MS, SPME, wind tunnel



