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Résumé

Les invasions biologiques se définissent comme la prolifération d’organismes dans de
nouvelles aires géographiques souvent distantes de leur aire originelle. Ce sont des
phénomenes essentiellement irréversibles et leur nombre est croissant. La prolifération se fait
bien souvent au détriment des espéces natives et engendre des conséquences écologiques et
¢conomiques importantes. Réussir a comprendre les processus qui conduisent au succes d’une
invasion est donc crucial.

Dans ce projet, nous nous sommes intéressés a l’invasion du nématode du pin,
Bursaphelenchus xylophilus, un ver microscopique responsable de la maladie du
dépérissement du pin et causant la perte de millions d’arbres annuellement a travers le monde.
Notre objectif global était d’affiner nos connaissances sur ce cas d’invasion et
particulierement d’établir I’histoire d’invasion des populations européennes du nématode du
pin.

Apres avoir développé les marqueurs microsatellites nécessaires a notre étude, nous
avons analysé la diversité génétique neutre d’échantillons de populations naturelles de
nématode du pin de 1’aire native et de différentes zones envahies a 1’aide de méthodes de
génétique des populations. Ces analyses ont essentiellement mis en évidence que (i) 1’aire
native du nématode du pin est fortement structurée a fines échelles spatiales et présente une
diversité génétique faible a modérée, suggérant un role important de la dérive génétique, non
compensée par la dispersion, (ii) les populations européennes présentent une diversité
génétique extrémement faible, suggérant un seul événement d’introduction en Europe, et que
(ii1)) I’Amérique du Nord est la source la plus probable des populations envahissantes
européennes, non le Japon et la Chine. Une exploration préliminaire des raisons du succes a

aussi mis en évidence des différences en terme de vitesse de croissance entre individus issus



de populations naturelles native et envahissantes. Il est nécessaire de conduire de nouvelles
analyses pour avoir une vision claire des facteurs qui ont pu conditionner le succés de
I’invasion du nématode du pin. Ce projet a €¢galement souligné I’importance de travailler avec
des échantillons de populations naturelles, plutét que des souches de collection/laboratoire,
pour réaliser des inférences sur I’histoire des populations et leurs relations.

Ce projet souligne I’intérét que les nématologistes et les généticiens des populations
ont & collaborer. La génétique des populations a en effet permis de clarifier I’histoire de
I’invasion des populations européennes et ce modele nématode, du fait de son cycle de vie
complexe résultant en un cas extréme de faible diversité génétique, a permis de s’interroger

sur des méthodes et analyses couramment utilisées en génétique des populations.



Abstract

Biological invasions are the proliferation of organisms in new areas geographically
distant from their origin. These are irreversible phenomena and their number is growing. Such
proliferation is often detrimental to native species and cause important economical and
ecological consequences. Improving our understanding of the process(es) leading to
successful invasions is therefore crucial.

In this project, we were interested in the invasion of the pinewood nematode,
Bursaphelenchus xylophilus, a microscopic worm responsible for the pine wilt disease and
causing the annual loss of millions of trees worldwide. Our global objective was to improve
our knowledge on this case of invasion and particularly to clarify the invasion history of
European populations.

After developing the microsatellite markers needed for our study, we analysed the
genetic diversity of samples of natural populations from both the native area and invaded
areas thanks to population genetics methods. These analyses revealed that (i) the native area is
strongly genetically structured at fine scales and displays a low to moderate genetic diversity,
suggesting an important role of the genetic drift, not compensated by dispersal, (ii) the
European populations exhibit an extremely low genetic diversity, indicating a unique event of
introduction in Europe and (iii) North America is the most probable source of European
populations compared to China and Japan. A preliminary investigation of the causes of the
invasion success of the pinewood nematode also revealed significant differences in growth
between native and invasive individuals of natural populations. New analyses are necessary to
obtain a precise view concerning the factors that may contribute to the success of invasion. As

a complement to the initial objectives, this project also highlights the importance to work with



samples from natural populations, rather than laboratory/collection strains, to explore the
populations’ history and their relationships.

This project is finally a good example of the benefits of collaboration between
nematologists and population geneticists. Population genetics allowed to clarify the invasion
history of European populations and this “nematode” model, because of its complex life cycle
resulting in an extreme case of low genetic diversity, provided the opportunity to question

methodologies in population genetics that are routinely used.
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Avant-propos

Ce projet de these s'est intégré dans le projet collaboratif européen REPHRAME
(KBBE.2010.1.4-09), qui a démarré en Février 2011 et s'est arrété en Septembre 2014. Son
objectif était de développer de nouvelles méthodes pour détecter, contrdler et éradiquer le
nématode du pin (PWN). REPHRAME compte neuf partenaires de sept pays européens. Ce
projet se divisait en différents modules de travail et la thése avait en charge (i) le
développement d'un ensemble de marqueurs microsatellites spécifiques au PWN et (ii)
'évaluation de la diversité génétique des populations européennes de PWN en lien avec
I’invasion.

Ce manuscrit présente les analyses effectué¢es pour remplir les objectifs qui nous ont
¢été assignés et un peu plus. Il suit la forme d'un manuscrit sur articles. Les articles déja en
forme ont été intégrés dans la version permise par le journal auquel ils ont été soumis (en
anglais) et sont précédés par un résumé en francais. Les deux derniers travaux ne sont pas

rattachés a des articles et sont donc présentés en francais dans leur intégralité.
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I. LES INVASIONS BIOLOGIQUES

1. Qu’est-ce qu’une invasion biologique ?

a. Invasion, comment la définit-on ?

Une invasion biologique se définit comme la prolifération d’organismes dans de
nouvelles aires géographiques, souvent distantes de leurs aires de répartition originelles
(Mack et al. 2000). C’est un processus en cascade, composé de plusieurs étapes. Bien qu’un
nombre différent d’étapes puisse étre défini selon le niveau de précision considéré, les trois
principales sont, par ordre chronologique : I’introduction, I’établissement et la prolifération
(Mack et al. 2000; Sakai et al. 2001). L’introduction d’un organisme hors de son aire de
répartition originelle ne définit donc pas seule une invasion biologique. L’invasion réside
principalement dans la prolifération, en nombre et dans ’espace (Dachler 2001; Richardson et
al. 2000). Parmi les organismes naturalisés (dont la persistance ne dépend plus d’une
immigration fréquente en provenance de 1’aire native), seule une partie deviendra
envahissante (Mack et al. 2000). Les organismes doivent réussir chaque étape, conduisant a
un faible taux de réussite des invasions biologiques, généralement illustré par la célebre régle
des 10% de Williamson & Fitter (1996). Cette régle stipule que, grosso modo, 10% des
organismes réussissent a chaque étape de 1'invasion, ce qui conduit & une invasion réussie sur
1000 tentatives. Loin de décrire une vérité absolue, cette régle insiste sur le fait que les
invasions qui réussissent sont bien moins fréquentes que les invasions qui échouent.

On pourrait étre surpris de ’absence de considération explicite des impacts potentiels

des invasions biologiques dans la définition présentée ici, bien que les termes "invasion" et
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"prolifération" puissent en soi traduire des impacts négatifs. Tous les biologistes ne
s’accordent pas sur ce point. Davis & Thompson (2000), par exemple, proposent de qualifier
d’envahissants seulement les organismes ayant un impact important sur leur nouvel
environnement, indépendamment du critére d’expansion/prolifération. La littérature fourmille
effectivement d’exemples documentant I’impact négatif des invasions biologiques, qui justifie
bien souvent leur étude (voir partie 1.2.a). Cependant, la notion d’impact est subjective,
difficile a quantifier et toutes les invasions n’engendrent pas d’impacts détectables (Dachler
2001; Ricciardi & Cohen 2007; Richardson et al. 2000; Simberloff et al. 2013). Exclure cette
notion de la définition permet de ne pas la restreindre et de se concentrer sur les mécanismes
et les processus démographiques et génétiques a l’origine des invasions biologiques. Ces
derniers sont identiques quels que soient les impacts de l'invasion, mesurables objectivement

et leur compréhension est essentielle pour d'autres domaines de 1'écologie (voir partie 1.2.c).

b. Invasion, processus naturel de colonisation ?

La colonisation de nouvelles aires géographiques par les organismes et leur expansion
sont des phénomenes naturels, qui couplés aux forces évolutives (mutation, dérive génétique
et sélection naturelle), ont conduit a la biodiversité actuellement observée. Ce moteur de
I’évolution est a distinguer des invasions biologiques du fait de leur fréquence, du nombre
d’organismes concernés, de leur portée géographique, de leur histoire pouvant étre complexe
et des échelles de temps sur lesquelles elles se produisent (Ricciardi 2007). Une raison de la
distinction entre processus naturels de colonisation et invasions biologiques est l'influence de
I'Homme.

L’époque des grandes découvertes et les nombreuses explorations autour du monde

associées ont marqué un tournant décisif dans la dispersion d’organismes a travers les grandes
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barrieres biogéographiques. D'impossible a rarissime, cette derni¢re est devenue courante
voire routiniére (Mooney & Cleland 2001). Le rdle prépondérant de ’homme n’est plus a
démontrer. Bon nombre d’auteurs s’accordent sur le fait que le nombre des invasions
biologiques a augmenté et augmente toujours en conséquence directe du commerce
international et de D’amélioration des infrastructures qu’il nécessite, facilitant
considérablement le mouvement des organismes et leur introduction dans de nouvelles aires
(Cohen & Carlton 1998; Levine & D'Antonio 2003; Lodge & Shrader-Frechette 2003;
Lounibos 2002; Mack et al. 2000; Mooney & Cleland 2001; Pysek et al. 2010; Tatem et al.
2006; Westphal et al. 2008). La comparaison des taux de colonisation naturelle et d'invasion
biologique présentée par Ricciardi (2007) appuie ce fait en estimant le taux de colonisation
naturelle a 0.33 especes/million d’années contre 35000 espéces/million d’années pour les
invasions biologiques. Le cas précis de la baie et du delta de San Francisco, avec un taux
d’invasion passant d’un nouvel envahisseur tous les ans de 1851 a 1960 a plus de trois par an
de 1961 a 1995, illustre également cette augmentation (Cohen & Carlton 1998). De plus, au-
dela des introductions fortuites, les introductions délibérées (de plantes et de vertébrés
notamment) ont fortement contribué a augmenter la fréquence des invasions biologiques
(Mack et al. 2000). Finalement, le réchauffement climatique mais aussi 1’altération des
écosystémes, principalement 1'homogénéisation environnementale, résultats des activités
anthropiques, peuvent, via des interactions synergiques, faciliter le succés des invasions

(Guillemaud et al. 2011; Ricciardi 2007; Soulé 1992; Vitousek et al. 1996).
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2. Pourquoi les étudier ?

a. Invasions biologiques : partie intégrante des changements

globaux

Toutes les invasions biologiques ne conduisent pas a des impacts détectables (ou
négatifs selon le point de vue considéré) comme évoqué précédemment. Néanmoins, la
prolifération des organismes introduits se fait bien souvent au détriment de la faune et la flore
de ’aire d’introduction, justifiant la nécessité de les étudier.

Les organismes envahissants altérent de différentes facons la trajectoire évolutive ou
I’écologie des organismes natifs. On peut citer de maniére non exhaustive : 1’exclusion
compétitive, le déplacement de niche, I’hybridation et I’introgression (entrainant des
changements et des extinctions génétiques, ainsi que la perte de génotypes localement adaptés
et/ou la production de nouveaux organismes hautement envahissants), la prédation et
I’extinction, conduisant a la réduction de la diversité biologique (Mooney & Cleland 2001;
Rhymer & Simberloff 1996; Sakai et al. 2001; Simberloff 2003). Les invasions biologiques
sont également en partie responsables de I’homogénéisation biotique (McKinney &
Lockwood 1999) et peuvent altérer les processus écosystémiques (Mack et al. 2000; Vitousek
et al. 1996), affectant les services dont nous bénéficions (Boyd et al. 2013 pour un exemple
sur les foréts). Elles peuvent enfin agir comme des vecteurs de maladies végétales, animales
et humaines (Lounibos 2002; Mack et al. 2000; Soulé 1992; Vitousek et al. 1996).

Pimentel et al. (2000; 2005) ont tenté de quantifier I'impact économique de ces effets.
Ainsi, chaque année, aux USA, les dommages liés aux organismes envahissants s’éléveraient
a pres de 120 milliards de dollars, montant probablement sous-estimé car ne prenant en

compte qu’un sous-ensemble des organismes envahissants et excluant les conséquences
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indirectes et non commerciales des invasions biologiques (Pimentel et al. 2000; Pimentel et al.
2005). De plus, pres de 50% des espeéces menacées ou en voie de disparition aux USA le sont
a cause de la compétition avec et/ou de la prédation par des organismes envahissants
(Wilcove et al. 1998). Comme le résumaient trés bien Vitousek et al. (1996), "our mobile
society is redistributing the species on the earth at a pace that challenges ecosystems,
threatens human health and strains economies". De par toutes ces conséquences néfastes et
leur récurrence, les invasions biologiques sont actuellement — et ce depuis plusieurs dizaines
d’années — reconnues comme la deuxiéme menace pesant sur la biodiversité (Walker &
Steffen 1997). Elles doivent étre considérées au méme titre que les changements d’usage des
terres, 1’augmentation du CO, et la surexploitation et font de ce fait partie intégrante des
changements environnementaux globaux induits par I’'Homme (Mack et al. 2000; Ricciardi

2007; Sala et al. 2000; Vitousek et al. 1996; Wilcove et al. 1998).

b. Etudier les invasions pour comprendre leur succés

Les invasions biologiques sont des phénomenes essentiellement irréversibles (Mooney
& Cleland 2001; mais voir Simberloff 2009 pour des exemples d’éradications réussies). Leur
nombre augmente et leurs conséquences sont nombreuses. Réussir a identifier les especes
envahissantes et a comprendre les processus conduisant & une invasion réussie constituent
donc des défis énormes, tant d’un point de vue écologique, économique, sociétal que
scientifique (Mack et al. 2000).

Les invasions biologiques ont un faible taux de réussite et tous les organismes
introduits n’arrivent pas a envahir (Mack et al. 2000; Williamson & Fitter 1996). 1l existe
ainsi des variations individuelles qui traduisent des différences de potentiel envahissant

(exclusion faite des déterminants extérieurs aux organismes tels que les caractéristiques de
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I’aire d’introduction pouvant également influencer le succés d’une introduction). Etudier ces
variations peut permettre de caractériser précisément les organismes qui ont réussi a envahir
pour dégager les traits qui déterminent le succes et prédire quels organismes ont un fort
potentiel envahissant. Prédire les invasions est un objectif plus que séduisant du fait de I’atout
majeur que cela apporterait pour limiter les invasions futures. Cependant, comme Williamson
(1999) qui suppose que les invasions peuvent étre aussi prévisibles que les tremblements de
terre ou encore comme Enserink (1999) qui suppose qu’établir une vraie théorie prédictive
constitue "le Graal" de la biologie de I’invasion, de nombreux biologistes pensent que cet
objectif séduisant n’est pas encore réaliste. Méme si certains auteurs sont plus optimistes au
vue des progres réalisés (Kolar & Lodge 2001), la généralisation et le niveau de
connaissances que nécessite une vraie prédiction constituent slirement toujours des limites
majeures.

Outre le désir d’identifier les organismes potentiellement envahissants, améliorer notre
compréhension des invasions et tenter de les expliquer sont des objectifs tout aussi
nécessaires.

Le paradoxe génétique entourant le succeés d’une introduction (Allendorf & Lundquist
2003; Sakai et al. 2001) compte parmi les éléments a expliquer pour comprendre le succés des
invasions biologiques. Les populations introduites sont souvent de petites tailles en raison des
goulots d'étranglement et des effets fondateurs qu'implique l'introduction. Elles sont donc
généralement moins diversifiées que les populations natives dont elles sont issues. Cette
réduction de diversité génétique subie par les populations introduites peut avoir des
conséquences importantes sur (i) leur persistance et leur croissance via le phénoméne de
dépression de consanguinité et sur (i) leur capacit¢ a évoluer dans leur nouvel
environnement. Expliquer ce paradoxe génétique revient ainsi a comprendre comment une

population, qui a certainement subi un goulot d’étranglement lors de son introduction, peut
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survivre dans un nouvel environnement, s'y adapter et 1’envahir, en dépit de la perte de
diversité génétique qu'elle a subie et des conséquences négatives que cela entraine.

Plusieurs hypothéses ont été¢ avancées pour tenter de 1'expliquer et certaines d'entre
elles ont déja été testées et sont bien documentées. C'est notamment le cas des introductions
multiples dans la méme zone géographique (Frankham 2005). Elles permettent de compenser
la perte de diversité génétique liée a chaque introduction, voire d'augmenter la diversité de la
population envahissante. Les études menées sur des exemples d'invasion ont ainsi montré que
de nombreux cas sont issus d'introductions multiples (Bossdorf et al. 2005 pour une revue
chez les plantes; Facon et al. 2008; Kelager et al. 2013; Kolbe et al. 2004; Miller et al. 2005;
Roman & Darling 2007 pour une revue chez les organismes aquatiques). Il semblerait méme
que leur forte fréquence remette en cause l'existence du paradoxe, qui pour certains ne
tiendrait plus (Roman & Darling 2007). Ensuite, 'hybridation, qui peut-étre fréquente dans le
cas d'introductions multiples, est un autre mécanisme propos¢ favorisant les invasions
(Ellstrand & Schierenbeck 2000; mais voir Rhymer & Simberloff 1996). Elle peut notamment
provoquer le phénomene de vigueur hybride (ou heterosis,Shull 1948) et créer de nouvelles
combinaisons alléliques, de nouveaux génotypes, localement plus adaptés, voire plus
envahissants, que ceux des parents (Ellstrand & Schierenbeck 2000). Bien que plusieurs
¢tudes vérifient cette hypotheése (Bleeker 2003; Drake 2006; Facon et al. 2005; Keller &
Taylor 2010), certains chercheurs pensent que son role pour faciliter les invasions pourrait
étre surestimé (Chapple et al. 2013 pour un exemple chez un 1ézard; Whitney et al. 2009 pour
une revue chez les plantes).

Néanmoins, de nombreuses invasions réussissent malgré une perte de diversité
génétique avérée dans les populations envahissantes par rapport a leurs populations sources
natives, illustrant bien le paradoxe génétique des invasions (Dlugosch & Parker 2008 pour

une revue sur les effets fondateurs lors des invasions; Dlugosch & Parker 2008; Fontaine et al.
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2013; Golani et al. 2007; Papura et al. 2012; Perdereau et al. 2013 pour des exemples).
D'autres explications, au-dela des mécanismes compensant la perte, ont donc été proposées. 1l
a été proposé qu’un goulot d’étranglement modéré pouvait induire la purge des alleles
déléteres, réduisant ainsi la dépression de consanguinité que peut subir les petites populations
apres leur introduction, et facilitant I’expansion de la population envahissante (Facon et al.
2011). II est aussi possible que la perte de diversité génétique lors de 1'introduction ne soit pas
en soi un probléme dans la mesure ou les populations envahissantes n'ont pas nécessairement
a s'adapter apres leur arrivée. Cela peut étre (i) le cas lors d'une invasion via le phénoméne
"téte de pont", lorsqu'une population envahissante est elle-méme a l'origine d'autres foyers
envahissants (Lombaert et al. 2010), (ii) illustré par I'hypothése de I"AIAI" (pour
anthropogenically induced adaptation to invade), lorsque des phénoménes d'adaptation ont eu
lieu dans l'aire native et ont prédisposé les organismes a réussir leur invasion dans l'aire
d'introduction (Hufbauer et al. 2012 pour la conceptualisation de ce phénomene; Foucaud et
al. 2009; Bossdorf et al. 2008 pour des exemples) ou (iii) expliqué par une aire d'introduction
similaire a l'aire native, qui présente les mémes conditions climatiques (Tatem & Hay 2007),
sans ennemis naturels (prédateurs/parasites/pathogenes, Mitchell & Power 2003; Prenter et al.
2004; Torchin et al. 2003) et/ou avec des hotes sensibles. Enfin, un cas célebre d'invasion
(celle de la fourmi argentine, Tsutsui et al. 2000) démontre méme comment 1'absence de
diversité peut faciliter, voire étre indispensable a la réussite d' une invasion biologique.

Les connaissances sur les invasions s'accumulent et plusieurs cas d'invasion ont pu
étre expliqués. Cependant, certaines hypothéses manquent de preuves et comme pour la
prédiction, I'explication souffre d'une généralisation difficile. Des ¢études de cas
supplémentaires, qui augmentent la diversit¢ des d’organismes impliqués, des histoires

d’invasion et des écosystémes concernés, sont donc nécessaires pour éprouver les hypothéses
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avancées et continuer a améliorer nos connaissances des invasions biologiques pour mieux les

expliquer.

c. Etudier les invasions pour comprendre les systémes

naturels

Les exemples d'invasion constituent des éléments utiles a la compréhension des
raisons du succés des invasions. Il s'agit également d'une expérimentation in natura (Grinnell
1919) qui peut étre utilisée pour étudier et comprendre les forces a 1'ceuvre dans les systémes
naturels (Sax et al. 2007). Les exemples d'invasions offrent ainsi de bonnes opportunités pour
les recherches dans différents domaines de 1'écologie. Levin (2003) souligne par exemple
l'utilit¢ des invasions pour comprendre la spéciation, du fait de la ressemblance de ces
processus qui nécessitent tous deux une étape d'introduction et une étape d'établissement.
Egalement, Westley (2011) reconnait les invasions comme des modéles opportunistes pour
tenter de déterminer le taux et la forme (rapide ou lente) des changements phénotypiques dans
les populations naturelles. Sax et al. (2007) présentent aussi dans leur revue, l'atout que
représentent les espéces envahissantes pour identifier les mécanismes qui entrainent
l'adaptation au nouvel environnement. Dans ce cas précis, I'étude des invasions biologiques a
par exemple mis en évidence que les réductions de diversité génétique ne semblent pas limiter
systématiquement les capacités d'adaptation des populations introduites dans le nouvel
environnement (Dlugosch & Parker 2008; Dlugosch & Parker 2008; Wares et al. 2005). Enfin
Puth & Post (2005) insistent aussi sur l'intérét d'étudier les invasions, et particuliérement leurs
premicres €tapes, en raison de leur importance pour comprendre comment les communautés

s'assemblent et se structurent et comment elles répondent et récupérent aprés une perturbation.
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La dynamique des invasions biologiques étant en partie comparable a celle recherchée
dans le cadre de la lutte biologique ou de la réintroduction d’especes menacées, 1'é¢tudier peut
aussi nous aider a améliorer leur succes. En effet, certains chercheurs soulignent I'utilité¢ de
voir les organismes envahissants comme des organismes modeles. Leur étude peut aider a
développer des stratégies de gestion et conservation via la compréhension de I'extinction des
individus ou especes, le fonctionnement des écosystémes et les réponses des individus ou
especes aux changements climatiques (Sax et al. 2007). De méme, de nombreuses questions
non résolues concernant l'application de la génétique a la conservation, comme les effets de la
consanguinité¢ des petites populations ou l'importance de l'adaptation locale, peuvent étre
traitées grace aux invasions biologiques (Allendorf & Lundquist 2003).

Enfin, étudier I’expansion des populations envahissantes est également important pour
améliorer nos connaissances théoriques sur les processus de colonisation/dispersion. Les
invasions et plus particuliecrement 1’expansion post-introduction soulévent en effet des
questionnements concernant la structuration génétique spatiale des populations invasives dans
leur nouvel environnement. Etudier l'expansion des populations envahissantes peut ainsi
permettre de caractériser la mise en place récente d’un patron spatial de structure génétique et
d’en déduire le modele d’expansion : diffusion continue, migration longue distance ou
diffusion stratifiée (décrite initialement dans Shigesada et al. 1995).

Comme concluaient Williamson & Fitter (1996), la question est de savoir si I’étude de
la dynamique des populations contribue plus a la compréhension des invasions biologiques
que I’étude des invasions biologiques ne contribue a la compréhension de la dynamique des

populations.
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3. ldentifier les routes d’invasion

La compréhension des invasions biologiques passe par la compréhension de I'histoire
du processus d'invasion, incluant notamment l'identification des routes d'invasion. Les routes
d'invasion se définissent comme les chemins suivis par les organismes (individus, graines,...)
entre leurs populations sources et les populations envahissantes qu'ils ont formées dans l'aire
d'introduction. Identifier les routes d'invasion est un pré-requis important comme nous allons

le voir dans le paragraphe suivant.

a. Une etape indispensable aux multiples applications

La reconstruction des routes d'invasion est utile pour des raisons appliquées et
théoriques (comme explicitées par Estoup & Guillemaud 2010). D'un point de vue appliqué,
l'identification des routes d'invasion permet de prévenir les invasions car elle facilite la
conception et la mise en place de mesures pour limiter l'introduction, 1'établissement ou
l'expansion. Tout d'abord, elle permet potentiellement de prévenir les nouvelles introductions
en améliorant la vigilance envers les populations source identifiées via une surveillance
accrue et des mesures de quarantaine (Mack et al. 2000). Ensuite, couplée a des informations
sur le niveau de connectivité des populations envahissantes (obtenues par des analyses
génétiques par exemple), l'identification des routes d'invasion permet également de renforcer
ou de mieux adapter les moyens de lutte (voir Rollins et al. 2009 pour l'exemple de
'¢tourneau sansonnet). En effet, connaitre précisément I’histoire des invasions permet
d’obtenir des informations directes sur l’origine des populations envahissantes et sur
'éventualité d’introductions multiples (par ex., Ciosi et al. 2008; Miller et al. 2005). Ces

informations sont utiles pour définir des mesures de contrdle efficaces. Par exemple, elles
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aident a identifier les ennemis naturels les plus efficaces pour la lutte biologique, en
permettant de se concentrer sur la source des populations envahissantes (Strong & Pemberton
2000; van Wilgen et al. 2013). Enfin, l'identification des routes d'invasion permet aussi de
définir les caractéristiques écologiques des organismes envahissants — leur biologie et leur
niche écologique — en les étudiant dans leur aire native. Cela constitue un atout pour la mise
en place de mesures de contrdle efficaces et pour prédire et anticiper la distribution potentielle
des organismes envahissants dans l'aire d'introduction (Kolar & Lodge 2001; Mack et al.
2000; Tsutsui et al. 2000).

D'un point de vue théorique, une connaissance précise des routes d'invasion permet
d'établir et de tester les hypothéses écologiques ou évolutives avancées pour expliquer le
succes des invasions (Estoup & Guillemaud 2010). En effet, connaitre la population native
source d'une population envahissante rend possible la réalisation d'expériences de laboratoire
pour comparer les deux types de populations. Ces comparaisons entre population native et
population envahissante correspondante sont importantes et utiles pour tester, identifier et
mesurer les facteurs qui peuvent avoir évolué pendant l'invasion, expliquant potentiellement

son succes (Facon et al. 2006; Keller & Taylor 2008).

b. Comment les identifier ?

Différentes types de données et méthodes sont traditionnellement utilisées pour
identifier les routes d'invasions. Estoup & Guillemaud (2010) en fournissent une présentation,

reprise ici apres modification.
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% Types de données

Deux grands types de données, informatives pour retracer les routes d’invasion,
existent : les données dites "directes" et les données dites "indirectes". Les données dites
"directes" correspondent a des informations de type présence/absence des organismes a un
endroit donné a différentes dates. Ces informations sont obtenues graces aux contrdles
réguliers réalisés dans les aéroports ou ports de commerce par les agences nationales
environnementales, agricoles ou s'occupant des organismes de quarantaine, ainsi qu'aux
observations faites par des naturalistes et/ou des amateurs dans le cadre des sciences
participatives par exemple. Ces données seules sont limitées pour retracer précisément les
routes d'invasions. En effet, les relations telles que "la population A est la source de la
population B" ne sont pas simplement déductibles de ces données. De plus, au vu du faible
taux de réussite des invasions, rien n'assure que les individus interceptés auraient envahi avec
succes (mais voir Tatem et al. 2006).

Les données dites "indirectes" sont issues de marqueurs génétiques, tels que les
marqueurs microsatellites par exemple. Elles correspondent a des génotypes individuels dont
I’analyse fournit des informations sur les relations d'apparentement des individus, sur la
structure des populations et sur leur histoire évolutive. En particulier, les données
génotypiques donnent des informations sur les divergences entre populations, sur I’intensité
de la dérive, et sur I’existence de migration entre populations (Hamilton 2009). Elles peuvent

donc permettre d'inférer I'histoire des populations.

* Types de méthodes

On peut distinguer d'une part les méthodes descriptives ou qualitatives, regroupant les
méthodes d'analyses classiques de la génétique des populations, et d'autre part les méthodes

quantitatives ou basées sur des modeles, parmi lesquelles la méthode ABC (pour
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"Approximate Bayesian Computation"). Cette dernicre est une méthode statistique récente
(Beaumont et al. 2002) qui, appliquée aux invasions biologiques, constitue une avancée
majeure pour identifier les routes d'invasion (Miller et al. 2005; Pascual et al. 2007).

Les méthodes descriptives utilisent exclusivement les données dites "indirectes" et
reposent sur l'analyse des patrons génétiques observés au sein et entre les populations. Elles
incluent entre autres la construction d'arbres a partir de distances génétiques (Saitou & Nei
1987 pour un exemple de méthode), le calcul de vraisemblances d'assignation (Paetkau et al.
2004; Rannala & Mountain 1997) et les mesures de différenciation entre populations (Jost
2008; Weir & Cockerham 1984). Plus récemment, des méthodes Bayésiennes de groupement
d'individus (comme celle implémentée dans le logiciel Structure, Pritchard et al. 2000) ont
¢galement été utilisées pour tenter d'identifier les routes d'invasion des populations
envahissantes et notamment pour déterminer leur source (Ascunce et al. 2011; Perdereau et al.
2013; Rollins et al. 2009). L'avantage majeur de ces méthodes réside dans leur simplicité
conceptuelle, et leur facilité et rapidit¢ de réalisation. Elles ont également montré leur
efficacité pour retracer les routes dans plusieurs cas d'invasions (Ciosi et al. 2008; Facon et al.
2003; Papura et al. 2012; Perdereau et al. 2013; Wan et al. 2012). Elles présentent néanmoins
des limites : (i) les données génétiques sont réduites a une ou quelques statistiques résumant la
variation génétique entre les populations, (ii) elles ne prennent pas en compte la stochasticité
de I'histoire démographique et génétique des invasions ni la stochasticité¢ d’échantillonnage et
(iii) elles ne permettent pas de comparer statistiquement, via le calcul de probabilités,
différents scenarii d'invasions.

Les méthodes quantitatives, fondées sur des modeles, permettent de comparer
quantitativement des scénarii. C'est le cas de 'ABC qui pallie les limites sus-citées et permet
de combiner les données dites "directes" et "indirectes". Elle est de ce fait utilisée dans de

nombreuses études sur les routes d'invasion (Ascunce et al. 2011; Barres et al. 2012; Boissin
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et al. 2012; Boubou et al. 2012; Lombaert et al. 2010; Miller et al. 2005; Pascual et al. 2007;
Rius et al. 2012). L'ABC a originellement été développée pour estimer des parameétres de
génétique des populations (Beaumont et al. 2002) mais elle a séduit dans divers domaines de
la biologie (par exemple en phylogéographie, conservation et épidémiologie, Beaumont et al.
2010; Lopes & Boessenkool 2010; Lopes & Beaumont 2010). L'ABC est une méthode
d'inférence basée sur des mod¢les, ancrée dans les statistiques Bayésiennes. Elle est utilisée
lorsque les modeles testés sont trop complexes pour que la fonction de vraisemblance soit
calculée. En effet, elle permet, grace a des simulations intensives, de contourner le calcul de la
fonction de vraisemblance (Bertorelle et al. 2010; Csillery et al. 2010; Sunnaker et al. 2013).
Dans le domaine des invasions biologiques et particulicrement dans son utilisation pour
retracer les routes d'invasion, 'ABC permet (i) de prendre en compte les connaissances
biologiques et historiques (c’est ici que ce fait 'utilisation des données "directes" de
présence-absence) du modéle étudi¢ lors de la définition des distributions a priori des
parametres (démographiques et mutationnels) et dans le choix des scenarii testés, (ii) de tester
des scenarii d'invasion complexes (par ex., introductions multiples, hybridation), (iii) de
traiter les échantillonnages incomplets via l'intégration de populations "fantomes", (iv) de ne
pas (trop) réduire les données génétiques en utilisant plusieurs statistiques pour résumer la
variation génétique entre les populations, (v) de comparer statistiquement, via le calcul de
probabilités a posteriori, différents scenarii d'invasions et (vi) d'évaluer la confiance que 1'on
peut avoir dans le choix du scenario, grace aux calculs d'erreurs de type I et de type II, aux
intervalles de confiance des probabilités a posteriori et a la vérification de l'adéquation du
modele sélectionné aux données.

Le fonctionnement de I'ABC est repris en détails dans la partie I11.3.
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II. ETUDE DE CAS : INVASION DU

NEMATODE DU PIN

Durant cette thése, nous avons étudi¢ le cas de I’invasion du nématode du pin,
Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & Buhrer, 1934; Nickle, 1970; Nematoda:
Aphelenchoididae). Nous présentons dans cette partie le modele étudié et la maladie qu'il
provoque. Le nématode du pin a un cycle de vie relativement complexe d'ou la nécessité de le

décrire.

1. 1l était une fois la maladie du pin

Les nématodes sont des vers ronds non segmentés, généralement inférieurs a I mm de
long. Ils sont ubiquistes et sont retrouvés dans les écosystémes terrestres aussi bien que
marins. Ils présentent une diversité de stratégies de vie, étant de formes libres ou parasites de
plantes, d’animaux et de I’Homme. Parmi les 26 000 especes décrites, environ 15 % sont des
nématodes parasites de plantes (Hugot et al. 2001). Le nématode du pin (en anglais, pinewood
nematode, PWN), Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & Buhrer, 1934; Nickle, 1970;
Nematoda: Aphelenchoididae) fait partie de ces 15 %. Il est responsable de la maladie du
dépérissement du pin (en anglais pine wilt disease, PWD, Mamiya 1972; Mamiya 1976;
Mamiya 1983). La PWD est le résultat d’un processus biologique complexe (schématisé par
la figure 1, ci-dessous) qui combine au moins trois acteurs : le nématode, 1'insecte vecteur et

I’arbre sensible, présentés sur la photo 1 (Evans et al. 1996; Futai 2013; Jones et al. 2008).
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Figure 1 : Relation entre le PWN, l'insecte vecteur et I'arbre (Evans et al. 1996)

Les insectes vecteurs du PWN sont quasi exclusivement les longicornes du genre
Monochamus (Coleoptera: Cerambycidae, Akbulut & Stamps 2012; Linit 1988). Les
principales especes vectrices sont : Monochamus carolinensis Olivier en Amérique du Nord
(Linit 1988), Monochamus alternatus Hope en Asie (Kobayashi et al. 1984; Mamiya & Enda
1972) et Monochamus galloprovincialis Olivier au Portugal (Naves et al. 2007; Sousa et al.
2001; Sousa et al. 2002), potentiellement en Espagne (Robertson et al. 2011) et en Europe de

manicre générale (Akbulut & Stamps 2012).

& hitp://deacf lomaine agricuiture o f

Photo 1 : Les trois acteurs principaux impliqués dans la PWD. De gauche a droite, le PWN
(inférieur a Imm), I’insecte vecteur (de 15 a 30 mm) et I’arbre sensible.

En ce qui concerne I’arbre, plusieurs especes de coniféres sont sensibles au PWN mais le
genre Pinus est le plus touché (Evans et al. 1996), Monochamus sp. se nourrissant

principalement de ce genre de coniféres (Akbulut & Stamps 2012). 1l existe différents niveaux
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de sensibilité et les différentes especes de pin sont généralement classées en 3 catégories :

sensibles, intermédiaires ou résistantes. Les plus sensibles sont (liste non exhaustive) : P.

thunbergii, P. luchuensis, P. densiflora et P. massoniana en Asie ainsi que P. pinaster, P.

sylvestris et P. nigra en Europe (Evans et al. 1996; Fielding & Evans 1996).

Le PWN est mycophage et phytophage. Il peut donc se nourrir d’arbres vivants. Il

existe ainsi deux modes de transmission pour cette espéce (Figure 1, ci-dessus) : transmission

par oviposition sur arbres morts ou mourants par les femelles et transmission par alimentation

Photo 2 : PWN dans un
canal de résine. Les
cellules épithéliales sont
détruites (tirée de
Mamiya 1976)

de maturation par les insectes émergents sur arbres sains et
vivants (Fielding & Evans 1996; Jones et al. 2008; Mamiya
1983). C’est ce second mode de transmission qui conduit a la
PWD, le PWN ¢étant alors responsable de la mort de I’arbre (Li
et al. 2007; Naves et al. 2007). Les nématodes profitent des
blessures causées par les longicornes pendant leur
alimentation de maturation pour pénétrer dans 1’arbre et se
répandre dans les tissus vasculaires et canaux de résine (Photo
2). IIs se nourrissent des cellules épithéliales qui tapissent les
canaux de résine, des champignons qui envahissent l'arbre
lorsque celui-ci flétrit, et se reproduisent a 1'intérieur de 1'arbre,

bloquant ainsi la conductance de I’eau et provoquant la mort

de l’arbre (Bergdahl 1988; Mamiya 1983). Le cycle s’auto-entretient donc, 1’arbre infesté

devenant propice a I’oviposition des femelles longicornes (Figure 1).

Plus précisément, le PWN se reproduit sexuellement (Futai 2013) et se développe en

quatre stades larvaires (J1 a J4) suivi de la vie d’adulte sexuée. Il présente deux phases

alternatives dans son cycle de vie: une phase reproductive/multiplicative et une phase

dispersante/résistante (dont les larves sont appelées des larves "dauer", signifiant larves de
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résistance), présentées dans la figure
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Migration Conditions Reproduction
larvaires sont communs aux 2 phases  dansinsectes ~ favorables Mile W s
:?dulte avant \ Femelle I’ceuf
, émergence
et se déroulent dans 1’ceuf. Pendant la , \
premicre phase, le PWN se reproduit Phase reproductive/
multiplicative
J4 J2 dans
I'ceuf

rapidement et envahit 'arbre lorsque
les conditions sont favorables. ,A 13 Aosion
Pendant la seconde phase, il est Figure 2 : Cycle biologique du PWN
transporté par le vecteur mais peut aussi résister a des conditions moins clémentes (Evans et
al. 1996; Warren & Linit 1993). La durée du cycle de vie du PWN est fortement influencée
par la température, que ce soit en laboratoire (en culture sur Botrytis cinerea, Mamiya 1975)
ou dans la nature (dans 1’arbre, Mamiya & Enda 1972). Ainsi, plus il fait chaud (jusqu’a une
température maximale seuil de 33°C), plus le cycle est rapide : 4-5 jours a 25°C versus 12
jours a 15°C, sur Botrytis cinerea (Mamiya 1975). Une conséquence de cette influence
environnementale a été mise en évidence par Kiyohara & Tokushige en 1971 (dans Mamiya
1983). En effet, ces auteurs ont montré qu’une inoculation en été produisait une apparition
plus rapide des symptomes de la maladie qu’une inoculation de Février a Mai. Ils ont
également souligné qu’une inoculation en Septembre/Octobre ne provoquait aucun
symptome. Le développement chronologique du PWN et donc de la PWD coincide
parfaitement avec le cycle de vie de l'insecte vecteur (Mamiya & Enda 1972), comme
présenté ci-dessous sur la figure 3.

Au-dela du blocage mécanique causé¢ par la reproduction du PWN, I’hypothese
d’association avec des bactéries a été avancée pour expliquer la pathogénicité du PWN. Cette

hypothése a été vérifiée dans plusieurs études. Néanmoins, d’autres études ont également
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montré que le PWN était capable de provoquer la PWD en condition aseptique (controverse

présentée dans Vicente et al. 2011)

May—June June—July July—August August—April May
T ]
M. alternatus: Emergence—Maturation feeding—Oviposition—Egg hatching—Larval molting and growing—Pupae——Emergence
| ' | | [
|

| | — | |

B. lignicolus: Dauc'rlaruc—.\{olting to adul!-I\{ulli;l)lication——-'fhir& stage———Agg ation———Dauerlarvae—Contamination

| and infection of  in wood larvae ar pupal of M. alternatus
‘ finc wood | chamber with dimcrlarvae
| I

| |
thy-——Reduction of=—=—Reduction of—Wilting and-——Death
oleoresin yield transpiration foliage yellowing

Figure 3 : Relations chronologiques et biologiques entre Bursaphelenchus xylophilus
(initialement appelé Bursaphelenchus lignicolus), I'insecte vecteur japonais et I'hote
(Mamiya 1972).

Pine tree  : Dead tree  Hea

2. |l était une fois I'invasion d'un nématode

L'Amérique du Nord est généralement reconnue comme l'aire native du PWN et il est
largement répandu aux USA et au Canada (Dropkin et al. 1981; Dwinell & Nickle 1989;
Kiritani & Morimoto 2004; Wingfield et al. 1982). Dans son aire originelle, il n’est pas
pathogene sur les especes locales de coniféres mais tue les espéces exotiques, notamment
Pinus sylvestris (Bergdahl 1988; Dwinell 1985; Dwinell 1997; Evans et al. 1996).

Les nématologistes pensent que le PWN a été introduit au Japon en 1905, pres de
Nagasaki sur 1'lle de Kyushu (Mamiya 1988). Ils ont déterminé cette année d'introduction car
elle coincide avec les premicres observations de dépérissement massif de pins, le PWN
n'ayant ét¢ identifié qu'en 1971 comme responsable de la PWD. En 1981, la perte annuelle de
pins japonais s’¢levait a 2 millions de m’, correspondant & environ 10 millions d’arbres
(Mamiya 1983; Mamiya 1988). La zone infestée par la maladie représentait 28% des 2,1

millions d’hectares de foréts de pins existant a 1’échelle nationale japonaise en 2000 (Mamiya
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2004). D’autres pays asiatiques ont signalé I’arrivée du PWN sur leur territoire a partir des
années 1980 : la Chine en 1982, Taiwan avant 1985 et la Corée du Sud en 1988 (Futai 2013).
La également, des dommages importants sur les pins natifs ont été rapportés. Dans toute la
Chine, la PWD a infesté un million d’hectares de foréts et 44 millions de pins entre 1982 et
2007 (Yu et al. 2011). En 1999, le PWN a été identifié pour la premicre fois en Europe sur
des pins maritimes, dans la région de Setubal au Portugal (Mota et al. 1999). De nouvelles
émergences ont été signalées dans le centre du Portugal en 2008 malgré les actions
gouvernementales d'éradication mises en place (Rodrigues 2008), sur I'lle de Madére en 2009,
pres de Funchal (Fonseca et al. 2012), ainsi qu'en Espagne, en 2008 et 2010, respectivement
dans les régions d'Estrémadure et de Galice (Abelleira et al. 2011; Robertson et al. 2011).

Le PWN est considéré comme une menace sérieuse pour les foréts de pins mondiales
en raison des conséquences écologiques et économiques qu'engendre son introduction
(Mamiya 1988; Soliman et al. 2012; Suzuki 2002; Vicente et al. 2011). A noter cependant que
dans le cas de la Chine, Yu et al. (Yu et al. 2011) proposent de tirer avantage de ce désastre.
IIs suggerent en effet que le PWN accélére la succession des plantations/foréts de pins par des
foréts de feuillus a feuilles persistantes, qui fournissent plus de services écologiques tels que
le stockage de carbone et la résilience écologique. Le PWN a été désigné organisme de
quarantaine par I’Organisation Européenne et méditerranéenne pour la Protection des Plantes
depuis 1985 (OEPP/EPPO, 2014). Des mesures phytosanitaires strictes ont été imposées sur le
commerce de bois de coniferes entre états membres de I’UE (depuis son arrivée en Europe,
Commission Européenne 2006 ; Commission Européenne 2009) mais également en
provenance des pays infestés hors UE et de l'aire native. Ces mesures obligent notamment les
pays a traiter et a contrdler le bois importé ou exporté, ajoutant des cotits significatifs pour les

pays infestés et non infestés. De plus, depuis le début des années 80's, des restrictions
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européennes d'importation de bois nord-américain engendrent également des colits importants
pour l'aire native du PWN (Bergdahl 1988; Dwinell & Nickle 1989; Liebhold et al. 1995).

Les moyens officiels de contrdle sont assez lourds et radicaux et représentent
¢galement des colts importants. IlIs passent par I'abattage et la destruction rapide des arbres
infestés et la création de zones "tampon" (de 500 m a 3 km de rayon autour des arbres
infestés), dans lesquelles la coupe franche d'arbres sensibles et une surveillance accrue est
systématique (OEPP/EPPO 2012; Rodrigues 2008 pour l'exemple portugais). Détecter
rapidement de nouveaux arbres infestés n'est pas une tache aisée car il n'existe pas de moyens
pour identifier visuellement les arbres mourants a cause du PWN, de faut de la non -
spécificité des symptomes. Des méthodes de détection rapides et précises ont donc été
développées afin d'améliorer et de faciliter la surveillance. Elles permettent par exemple
d'éviter I'¢tape d'extraction des nématodes en vérifiant directement la présence du PWN dans
un échantillon de bois ou dans l'insecte vecteur (Cardoso et al. 2012). Au-dela des méthodes
officielles, d'autres moyens de lutte et de contrdle ont été et sont toujours étudiés et testés : la
lutte biologique contre le PWN a l'aide de champignons (Wang et al. 2011) ou de produits
naturels dérivés des plantes (huiles essentielles et eaux de décoction par exemple, Faria et al.
2013), la lutte contre l'insecte vecteur (captures et insecticides, Evans et al. 1996) et les
programmes de sélection d'arbres résistants (Ribeiro et al. 2012).

Approfondir nos connaissances sur ce cas d'invasion et sur le processus biologique
complexe qui en est a 'origine permettra d'améliorer et/ou de mieux adapter les méthodes

actuellement en vigueur.
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3. |1l était une fois des objectifs

Globalement, I’objectif de ce projet de thése est d'affiner nos connaissances sur
I’invasion du PWN pour permettre de mieux anticiper les risques d’expansion dans les foréts
européennes. Précisément, cet objectif se décline en plusieurs axes de recherche, et questions

correspondantes, listés ci-dessous :

e FEtude de I’aire native : comment fonctionnent les populations de PWN ? A quelles

échelles se structurent-elles ? Quel est le mode de transmission locale majoritaire ?

e Identification des routes d’invasion : quelle(s) est (sont) la (les) population(s)
"source" des populations retrouvées en Asie et en Europe ? Y a-t-il eu un ou plusieurs

¢venements d’introduction en Europe ?

e FEtude de I’évolution post-introduction : comment expliquer le succés de l'invasion
du PWN? Les populations envahissantes présentent-elles des caractéristiques

phénotypiques différentes des populations natives, pouvant expliquer 1’invasion ?
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11l. TRAVAUX REALISES

Pour tenter de comprendre le fonctionnement des populations de PWN et clarifier ses
routes d’invasion, nous avons étudié la diversité et la structure génétiques des populations de
PWN a travers le monde. Nous avons utilis¢é des méthodes traditionnelles de génétique des
populations et la méthode ABC (décrites précédemment dans la partie 1.3.b) pour (i)
caractériser génétiquement les populations natives et envahissantes de PWN et (ii) établir les
relations existantes entre les différentes populations pour déterminer in fine le scenario
d'invasion le plus probable. Deux études se rapportent a ses analyses. Elles sont présentées
dans les parties III.1.b et III.3. Ces études ont nécessité au préalable la mise au point de
marqueurs microsatellites. Cette mise au point est présentée dans la partie I1I.1.a.

Egalement, lors du développement des marqueurs microsatellites, nous avons constaté
qu'il existait des différences génétiques entre souches de collection et échantillons issus de
populations naturelles (voir partie III.1.a). Nous avons choisi d'approfondir ce point et I'é¢tude
qui s'y rapporte est présentée dans la partie I11.2.

Finalement, nous avons exploré les raisons du succés de I’invasion du PWN en
comparant la croissance sur champignon (soit au laboratoire) de différents échantillons de
populations naturelles natives et envahissantes. Cette exploration préliminaire est décrite dans

la partie I11.4.
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1. Diversité et structure généetiques du PWN

dans le monde

Cette partie présente l'analyse de différents échantillons de populations naturelles
natives et envahissantes de PWN qui a été réalisée via des méthodes traditionnelles de
génétique des populations. Elle présente également la mise au point des marqueurs
microsatellites, indispensables a la réalisation de cette analyse.

La mise au point des marqueurs et I’analyse de différents échantillons mondiaux de PWN sont

décrites dans les articles suivants :

e Mallez S, Castagnone C, Espada M, Vieira P, Eisenback JD, Mota M, Guillemaud T,
Castagnone-Sereno P. (2013). First insights into the genetic diversity of the pinewood
nematode in its native area using new polymorphic microsatellite loci. PLoS ONE
8(3): €59165. doi:10.1371/journal.pone.0059165.

e Mallez S, Castagnone C, Espada M, Vieira P, Eisenback J D, Harrell M, Mota M,
Aikawa T, Akiba M, Kosaka H, Castagnone-Sereno P, Guillemaud T (2014).
Worldwide invasion routes of the pinewood nematode: what can we infer from
population genetics analyses? Biological Invasions. doi: 10.1007/s10530-014-0788-9
(online first).

Ces articles sont résumés ci-dessous et la version publiée ou acceptée de chaque article est

présentée a la suite de son résumeé.

a. Mise au point des outils et premiére étude de I’aire native

+» Contexte et objectifs

Comme ¢évoqué précédemment, le PWN est une menace sérieuse pour les foréts
européennes de coniféres au vu des conséquences économiques et écologiques que son
introduction engendre. Plusieurs études se sont déja intéressées a l'histoire de l'invasion du
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PWN. Elles ont par exemple tenté de déterminer I'origine des populations asiatiques (Cheng et
al. 2008; Jung et al. 2010; Jung et al. 2010; Zhou et al. 2007) et européennes (Valadas et al.
2012; Vieira et al. 2007). Ces études souffraient cependant de plusieurs limitations, telles que
l'extraction d'ADN a partir de groupes d'individus ou l'utilisation d'un nombre limité de
marqueurs peu résolutifs. Il était donc important de mettre au point des marqueurs
moléculaires ayant fait leurs preuves en génétique des populations (Luikart & England 1999;
Selkoe & Toonen 2006) et dans l'inférence des routes d'invasions (Estoup & Guillemaud
2010), comme les microsatellites, pour clarifier précisément les routes d'invasion du PWN.

Le principal objectif de cette étude était donc de développer un ensemble de
marqueurs microsatellites spécifiques au PWN et utilisables en routine. Des échantillons de
populations naturelles natives ayant été utilisés pour tester le polymorphisme des marqueurs
potentiels, cet article apporte également un premier apercu de la diversité génétique et du

niveau de structuration génétique existants dans 1'aire native.

+» Matériel et méthodes

Quatre-vingt quatorze paires d'amorces, devant permettre d'amplifier des séquences de
plus de 80 paires de bases et correspondant a des microsatellites parfaits ou imparfaits d'au
moins cinq répétitions, ont été identifiées in silico a partir d'une banque génomique enrichie
en motifs microsatellites spécifique au PWN (Malausa et al. 2011). Nous avons testé
'amplification de chacun de ces 94 marqueurs par PCR sur 18 individus de 6 zones
géographiques différentes (souches de collection, voir Tableau 1 dans [l'article). Les
marqueurs qui ont présenté une bonne amplification a la taille attendue ont été conservés et
leur polymorphisme a été évalué grace a 4 échantillons de populations naturelles natives et

une souche de collection de l'aire native (voir Tableau 1 dans l'article). Des marqueurs
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microsatellites issus de la littérature ont également été testés pour leur amplification et leur
polymorphisme.

Nous avons évalué le niveau de diversité génétique des 4 échantillons de terrain et de
la souche de collection en calculant les hétérozygoties attendue et observée, ainsi que le
nombre d'alleles, par marqueur et globalement. Nous avons également testé si les différents
marqueurs étaient a 1'équilibre de Hardy-Weinberg et de liaison. Les niveaux de diversité
génétique des échantillons de terrain et de la souche de collection ont enfin été comparés. En
ne conservant que les échantillons de terrain, nous avons étudié la structure génétique dans
l'aire native par différentes méthodes : (i) test de différenciation génétique entre les
¢chantillons, (ii) analyse de variance moléculaire et (ii1) analyse de groupement des individus

par méthodes Bayésienne (Pritchard et al. 2000) et multivariée (Jombart et al. 2010).

% Résultats

Parmi les 94 paires d’amorces testées, 25 ont donné une bonne amplification a la taille
attendue. Quinze parmi les 25 marqueurs conservés et deux marqueurs issus de la littérature
ont pu étre génotypés sans ambiguité et sont apparus polymorphes. Ces 17 marqueurs ont pu
étre amplifiés en 3 réactions PCR multiplexées.

L'analyse des échantillons de populations naturelles natives et de la souche de
collection de l'aire native a mis en évidence une diversité génétique faible a modérée. La
souche de collection est apparue moins diversifiée génétiquement que les échantillons de
terrain, bien que toutes les comparaisons ne soient pas apparues significatives. Finalement, les
échantillons de terrain sont apparus significativement différenciés et les analyses de
groupement des individus (méthodes Bayésienne et multivariée) ont suggéré l'existence de 3

groupes génétiques parmi les 4 échantillons de terrain.
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¢ Discussion

Grace a cette ¢tude, nous avons développé 15 marqueurs microsatellites utilisables
facilement en routine via 3 réactions PCR multiplexées. Il s’est avéré que 1I’un des marqueurs
issus de la littérature (parmi les deux sélectionnés) était probablement le méme que 1’un des
notres. Il sera donc exclu et un total de 16 marqueurs sera conservé pour les études
ultérieures. Ces marqueurs ont mis en évidence une diversité génétique faible a modérée mais
suffisante pour réaliser des analyses de génétique des populations. Ce nouvel ensemble de
marqueurs constitue ainsi un outil utile et approprié grace a sa résolution au niveau individuel.

Les différences génétiques entre souches de collection et échantillons de terrain ont été
analysées plus précisément et les résultats sont présentés dans la partie I11.2.

Nous avons enfin mis en évidence une forte structure génétique spatiale dans 1’aire
native. Cette structure génétique apparait dés les fines échelles spatiales et suggere une
dispersion par le vecteur limitée et un rdle important de la dérive génétique. De méme, la
présence d’individus avec des génotypes hybrides entre des échantillons distants
géographiquement et I’assignation d’individus vers des échantillons ¢loignés de ceux dont ils
sont issus géographiquement soulignent le role potentiel de I’homme dans la dispersion a
longue distance du PWN. Cependant, un nombre d’échantillons plus important est nécessaire

pour étudier préciser la dispersion longue distance du PWN.

37



Articlen®1

Mallez S, Castagnone C, Espada M, Vieira P, Eisenback JD, Mota M, Guillemaud T,
Castagnone-Sereno P. (2013). First insights into the genetic diversity of the pinewood

nematode in its native area using new polymorphic microsatellite loci. PLoS ONE 8(3):
€59165. doi:10.1371/journal.pone.0059165.

38



OPEN @ ACCESS Freely available online @ PLOS ‘ ONE

First Insights into the Genetic Diversity of the Pinewood
Nematode in Its Native Area Using New Polymorphic
Microsatellite Loci

Sophie Mallez'>3**, Chantal Castagnone®>*, Margarida Espada®, Paulo Vieira®, Jonathan D. Eisenback®,
Manuel Mota®, Thomas Guillemaud"?#, Philippe Castagnone-Sereno?3*

1INRA, UMR 1355 Institut Sophia Agrobiotech, Equipe Biologie des Populations Introduites, Sophia Antipolis, France, 2 INRA, UMR 1355 Institut Sophia Agrobiotech,
Equipe Interactions Plantes-Nématodes, Sophia Antipolis, France, 3 Université de Nice Sophia Antipolis, UMR Institut Sophia Agrobiotech, Sophia Antipolis, France,
4 CNRS, UMR 7254 Institut Sophia Agrobiotech, Sophia Antipolis, France, 5 NemaLab/ICAAM - Instituto de Ciéncias Agrarias e Ambientais Mediterranicas, Universidade de
Evora - Nucleo da Mitra, Evora, Portugal, 6 Department of Plant Pathology, Physiology, and Weed Science, Virginia Tech, Blacksburg, Virginia, United States of America

Abstract

The pinewood nematode, Bursaphelenchus xylophilus, native to North America, is the causative agent of pine wilt disease
and among the most important invasive forest pests in the East-Asian countries, such as Japan and China. Since 1999, it has
been found in Europe in the Iberian Peninsula, where it also causes significant damage. In a previous study, 94 pairs of
microsatellite primers have been identified in silico in the pinewood nematode genome. In the present study, specific PCR
amplifications and polymorphism tests to validate these loci were performed and 17 microsatellite loci that were suitable for
routine analysis of B. xylophilus genetic diversity were selected. The polymorphism of these markers was evaluated on
nematodes from four field origins and one laboratory collection strain, all originate from the native area. The number of
alleles and the expected heterozygosity varied between 2 and 11 and between 0.039 and 0.777, respectively. First insights
into the population genetic structure of B. xylophilus were obtained using clustering and multivariate methods on the
genotypes obtained from the field samples. The results showed that the pinewood nematode genetic diversity is spatially
structured at the scale of the pine tree and probably at larger scales. The role of dispersal by the insect vector versus human
activities in shaping this structure is discussed.

Citation: Mallez S, Castagnone C, Espada M, Vieira P, Eisenback JD, et al. (2013) First Insights into the Genetic Diversity of the Pinewood Nematode in Its Native
Area Using New Polymorphic Microsatellite Loci. PLoS ONE 8(3): €59165. doi:10.1371/journal.pone.0059165

Editor: Adam Stow, Macquarie University, Australia
Received December 12, 2012; Accepted February 12, 2013; Published March 15, 2013

Copyright: © 2013 Mallez et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This work was supported by a grant from European Union (KBBE.2010.1.4-09 REPHRAME project). The funders had no role in study design, data
collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

* E-mail: sophie.mallez@sophia.inra.fr

Introduction urgent need to develop effective pest management of PWN. In
) ) particular, it is critical to understand the invasion and colonization

'1‘_he pinewood nemato(.ie (PWN),  Bursaphelenchus wloﬁhlllff of this pest, including the risk of non-vectored spread of PWN to
(Steiner & Burher, 1934) Nickle, 1970 (Nematoda: Aphelenchoi- healthy forests. Several studies have already attempted to decipher

didae) [1], native to North America and widely distributed in the the invasion routes of PWN including the detection of the source

USA and Canada [2], is an invasive pest of pine forests. At a local of invading populations [16-18] and the inference of the history of

scale, it is usually transmitted by a cerambycid beetle, belonging to the outbreaks in Asia [19-22] and in Europe [23,24]. Although an
the genus Monochamus [3-6]. Probably due to international trade,

: ! o ! American origin of Japanese populations is now widely accepted
including wood, wood products and shipping containers, the

. ; LS [25-27], many questions remain concerning the invasion routes of
pinewood nematode reached other continents at the beginning of PWN. Various limitations in these studies can be invoked,

the twentieth century [7], where it successfully established and including (i) a low number of available genetic markers that can

caused pine wilt disease. As a consequence it has become a serious be used on single PWN individual due to the small size of the
threat to coniferous forests worldwide, especially pine forests [8].

The pine wilt disease is now considered the most serious disease of
forest trees in East Asian countries, such as China, Taiwan, South
Korea and Japan [9,10]. The presence of PWN was detected for
the first time in Europe in 1999, in Peninsula of Setubal in
Portugal [11]. New outbreaks have been identified since 2008 in
the center of Portugal and on Madeira Island in 2009 [12]; and
more recently in Spain [13,14].

In light of the significant risks for European forests along with

nematode, (i) the use of too few field samples from both the
invaded and native areas, (iii) the use of culture collection samples
instead of field samples and (iv) the lack of use of adequate
statistical methods devoted to invasion route inference, as those
presented by Estoup and Guillemaud [28].

Microsatellite markers are widely used in population genetics
studies [29,30] and specifically in invasion route inference [28]. In
a preliminary study, a PWN-specific microsatellite enriched
' ‘ b ) genomic library was built and sequenced using high-throughput
environmental, economic and social impacts [15], there is an 454 GS-FLX Titanium pyrosequencing (Roche Diagnostics) [31].
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In short, genomic DNA was obtained from a pool of thousands of
PWN from a laboratory collection and enriched by hybridization
in the following microsatellite motifs: [(AG);0, (AC);0, (AAC)g,
(AGG)g, (ACG)g, (AAG)g, (ACAT)g and (ATCT)g]. Pyrosequenc-
ing yielded 12,286 sequences. The QDD program [32] was used
to select sequences containing microsatellites with desirable
properties and to design PCR primers pairs. Ninety four primer
pairs were designed on sequences longer than 80 bp containing
perfect or imperfect microsatellites with at least five repeated
motifs.

The objectives of the present work were (i) to test in the
laboratory the 94 microsatellite markers developed i silico by
Malausa et al. [31], (ii) to set up multiplexed PCR reactions of
specific microsatellite markers for routine use in PWN and (iii) to
use them to gain first insights into the PWN genetic diversity and
structure in its native area, which constitutes a prerequisite for
deciphering its worldwide invasion routes [28].

Materials and Methods

Biological material

No permission was required to collect samples of this species in
the native area and we obtained an official agreement from the
French authorities (#2012060-0004) to manipulate this quaran-
tine organism in the Institute Sophia Agrobiotech. In this study, a
total of 115 individuals grouped into field samples and collection
strains from native (USA and Canada) and invasive (Japan, China
and Portugal) areas, were used. The characteristics of the samples
are listed in Table 1. The field samples came from the native area
(USA) and were extracted from wood samples that were collected
directly from field locations. Each field sample corresponds to a
single tree and consisted of between 15 and 31 individuals of
mixed life stages per tree. The trees from Nebraska were close to
cach other (less than 5 meters) and distant about 500 km from the
Missouri trees, which were about 50 km from each other.
Nematodes were extracted with a Baermann funnel [33]. The
collection strains, both from native and invasive areas, came from
cultures that have been reared in the INRA laboratory since 1986
for the oldest strain. This collection was derived from original
isolates of about 500 nematodes and is maintained monoxenically
on Botlis cinerea (deBary) Whetzel at 15 °C. Individuals were
stored in DESS [34] at 4 °C before DNA was extracted.

Genetic Diversity of the Pinewood Nematode

DNA extraction

Genomic DNA was extracted, as described hereafter, by
thermal shock from single individuals [35]. Each individual was
transferred to 18 pl of lysis buffer (Taq buffer with MgCl, 10X,
Taq Core Kits10, MP Biomedicals; 60 mg.ml~' Proteinase K and
sterile distillated HyO) and was then put at —80 °C for 45 min,
and immediately transferred to 60 °C for 60 min and finally to 95
°C for 15 min in a Biometra T3-Thermoblock Thermocycler.

Microsatellite markers validation

To avoid the presence of null alleles that are common in
microsatellite markers [36], we tested the PCR amplification of the
94 primer pairs designed by Malausa et al. [31] on 18 individuals
from the collection strains (Table 1). This first step was carried out
using the following procedure: PCR amplifications were per-
formed in a final volume of 25 ul containing 2 ul of genomic DNA
extracted as described above, 2.5 pl of Taq buffer with MgCl,
(10X, Taq Core Kits 10, MP Biomedicals), 0.2 ul of Taq DNA
Polymerase (5 U/ul, Taq Core Kits 10, MP Biomedicals), 1.2 pl of
dNTPs (10 mM, Taq Core Kits 10, MP Biomedicals), 0.5 ul of
each primer (10 pM, Eurogentec) and sterile distillated HyO. The
amplification reactions were performed in a T3-Thermoblock
Thermocycler Biometra and included a 10 min denaturation step
at 95 °C, followed by 40 cycles of 30 sec at 95 °C, 30 sec at 55 °C
and 1 min at 72 °C, followed by a final extension step at 72 °C for
10 min. The markers which gave positive PCR amplifications
were then used in fluorescent PCR in order to analyze their
polymorphism. This step was conducted on 100 individuals from
the field samples and one single collection strain (US10) from the
native area (Table 1). Two microsatellite markers from the
literature, Bx07 and Bx08 [22], were also added at this step since
they amplified well in our PCR conditions. PCR amplifications
were performed in 10 pl containing 1X QIAGEN Multiplex
Master Mix, 2 uM of each primer with forward primers labeled
with a fluorescent dye (6-FAM, VIC, PET or NED) on the 5" end
and 2 pl of genomic DNA extracted by thermal shock as explained
above. The amplification reactions were performed in a Biometra®
T3-Thermoblock Thermocycler and included a 15 min denatur-
ation step at 95 °C, followed by 28 or 33 cycles (depending on the
primer pairs, see Results) of 30 sec at 94 °C, 1.5 min at 55 °C, and
1 min at 72 °C, followed by a final extension step of 30 min at 60
°C. Genotype scoring was performed using an ABI 3700
sequencer (Applied Biosystems) with the 500 LIZ™ GeneScan™
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Table 1. Characteristics of the samples of Bursaphelenchus xylophilus used in this study.
Type of samples Code No. individuals Origin Host tree
Field samples MO1 31 USA - Missouri - Columbia Pinus sylvestris L.
MO2 23 USA - Missouri - Columbia P. sylvestris
NE1 16 USA - Nebraska - Davey P. sylvestris
NE2 15 USA - Nebraska - Davey P. sylvestris
Collection strains Us10 15 USA - Minnesota Abies balsamea (L.) Mill.
Us9 3 USA - Arizona - Tucson P. halepensis Miller
J10 3 Japan - Nishiaizu (Fukushima pref.) P. denisiflora Siebold & Zucc.
Bx China 3 China no information
Bx Portugal 3 Portugal P. pinaster Alton
01.602.1 3 Intercepted on packaging wood from Canada Packaging wood
doi:10.1371/journal.pone.0059165.t001
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size standard (Applied Biosystems) and Genemarker™

1.75 software (SoftGenetics LLC).

version

Genetic diversity analyses

We computed observed (Ho) and expected (He) heterozygosities
using Genetix 4.05 [37]. Deviations from Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE), for each locus and globally, were tested using
Genepop version 4.1.3 [38]. Deviations from linkage equilibrium
between loci were tested using the log likelihood ratio statistic in
Genepop version 4.1.3 [38]. We took into account multiple testing
(in the case of HWE tests) and non-independence between tests (in
the case of linkage tests) by using the false discovery rate (FDR)
correction [39] and the sequential Bonferroni adjustment [40],
respectively. To quantify any inferred deviation from HWE, we
calculated the Weir & Cockerham’s estimate of Fjg [41] using
Genepop [38]. Differences in mean allelic richness, computed
using Fstat version 2.9.3.2 [42] and mean expected heterozygosity
between field samples and collection strain (US10) were tested with
the one-sided non-parametric test of Wilcoxon (with greater
genetic diversity in the field samples), with the locus as the repeat
unit, using R version 2.14.2 [43]. For the mean allelic richness
analysis, the microsatellite marker PWN_35 was excluded because
it presented missing data, which too greatly reduced the number of
individuals taken into account to compute the allelic richness.

Genetic structure analyses

Nematodes from the field were sampled at the same time and
reflect at least part of the genetic diversity existing in the field. This
is not true for the collection strain, for which we do not have
precise sampling information and for which many generations of
genetic drift may have distorted the genotypic frequencies. Hence,
only the 85 individuals from field origins were used for population
genetics structure analyses. We first tested the hypothesis of
genotypic frequencies homogeneity among samples using the exact
test of Fisher [44] provided by Genepop version 4.1.3 [38]. Since
multiple tests were performed, we adjusted the significance level
using FDR correction [39]. We also performed an analysis of
molecular variance (AMOVA), allowing measurement of the
hierarchical distribution of the genetic variability, using Arlequin
version 3.5.1.2 [45]. The different sources of variability tested were
the following: within samples (i.e. trees), among samples within
groups (i.e. states, Nebraska and Missouri) and among groups. The
significance of the variance components associated with different
levels of structure was tested by performing 20,000 permutations.
We then studied the samples using the Bayesian assignment
approach implemented in Structure version 2.3.4 [46]. This
Bayesian method uses individual multilocus genotypes to infer
clusters of individuals that minimize Hardy Weinberg and linkage
disequilibria. An admixture model with correlated allele frequen-
cies was used [47]. Ten independent runs for K=1 to 12 were
carried out each with a Markov Chain Monte Carlo (MCMC) of
150 000 iterations following a burn-in period of 50 000 iterations.
Default values were maintained for all other parameters. The
number of clusters was determined using the method of Evanno et
al. [48]. Finally, we used a multivariate method, the Discriminant
Analysis of Principal Components (DAPC) recently developed by
Jombart et al. [49] because of its versatility. This method does not
rely on any population genetics model and it is not constrained by
any assumptions on HWE or linkage equilibrium. DAPC was
performed using adegenet package [50] in R version 2.14.2 [43].
The number of clusters K varied from 1 to 12 and the number of
inferred clusters was determined according to the Bayesian
Information Criterion (BIC). The chosen number of clusters is
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the minimum number of clusters after which the BIC increases or
decreases by a negligible amount [50].

Results

Validation of microsatellite markers

Among the 94 microsatellite primer pairs designed by Malausa
et al. [31], 25 gave positive PCR amplification at the predicted size
for the 18 individuals (data not shown) and were consequently
tested for their polymorphism. Fifteen out of these 25 markers and
the two markers, Bx07 and Bx08, of Zhou et al. [22] could be
unambiguously scored and were polymorphic (Tables 2 and 3).
These 17 markers could be amplified in three PCR multiplex
reactions: MA28 and MB28 multiplex panels, with 28 cycles in
PCR amplification and MC33 multiplex panel with 33 cycles in
PCR amplification (Table 2). The 15 markers developed here have
been deposited in EMBL-Bank and accession numbers are shown
in Table 2.

Genetic diversity

The total number of alleles per locus over all samples varied
from 2 to 11, with a mean of 4.7. In Missouri samples, more than
four microsatellite markers displayed five alleles or more. The
expected heterozygosity per locus over all samples ranged from
0.142 to 0.825 (Table 3). Deviations from HWE associated with
heterozygote deficiency were detected in 5 loci (PWN_51,
PWN_60, PWN_62, PWN_79 and Bx07; Table 3). Significant
linkage disequilibrium was detected between markers PWN_51
and Bx07 after sequential Bonferroni adjustment. In addition all
alleles of marker PWN_51 have a length that is exactly 63 bp
shorter than those of Bx_07.

The mean number of alleles per sample ranged from 1.1 to 3.5.
The mean allelic richness and the mean expected heterozygosity
were between 1.49 and 3.13 and between 0.144 and 0.385,
respectively (Table 3). The mean allelic richness was generally
larger in field samples than in the collection strain, with a
reduction of 22% to 52% in the collection strain depending on the
field samples. The observed differences were significant for MO1
(Wilcoxon’s test, p=0.022) and MO2 (p=0.020) and non-
significant for NE1 and NE2 (Wilcoxon’s tests, p>0.1). Expected
heterozygosities were also lower in the collection strain with a
reduction of 31% to 63% compared to the field samples. Only two
significant (Wilcoxon’s test, MO1, p=0.018 and MO2, p=0.017)
larger mean expected heterozygosities were found in field samples
compared to collection strain. Over all loci, HWE was rejected in
3 samples: MO1, MO2 and NE2 (Fisher’s exact tests, p<1077),

Assessing the genetic structure

Nematodes from the four field origins were significantly
differentiated either within or between states (Fisher’s exact tests,
p<107°). Moreover, the analysis of molecular variance revealed
that the majority of the genetic variance was explained by the
variation between individuals within trees (75.27%) and that the
proportion of variance was much more important between states
(16.64%) than between trees within states (8.09%).

Results of the clustering method using Structure and the
multivariate method using DAPC are visualized and summarized
in Figure 1. Both methods suggest the existence of three clusters.
These three clusters were supported by a mean Structure co-
ancestry coefficient larger than 93%. In DAPC, all individuals
were assigned to the three clusters so that no ‘ghost’ population
was inferred. The three clusters inferred by the two different
methods were very similar, with one identical cluster and with only

four individuals (NE1-4; NE2-6; NE2-8 and NE2-9) assigned
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differently to the two remaining clusters. One of the clusters
consisted of individuals from Nebraska and the two others were
shared between the two samples from Missouri, mixing individuals
from different trees. The four individuals from Nebraska
mentioned above were assigned either to the Nebraska’s cluster
or to one of the two clusters found in Missouri, depending on the
method used (see Figure 1).

Discussion

We developed 15 new microsatellite markers with the following
properties: (i) they are easily usable in routine conditions, (ii) they
can be used together on single individuals, (iii) they are
polymorphic at the individual level and (iv) only three multiplex
PCR reactions are necessary to genotype each PWN individual.

PLOS ONE | www.plosone.org 4

Table 2. Characteristics of 15 microsatellite markers developed for Bursaphelenchus xylophilus.
Fluorescent label/ Allele size Accession

Locus Primer sequence (5’ - 3') Motif repeat Multiplex panel range (bp) Number

PWN_3 F : GAAATCTGGGGAGCAAAACA (CNg 6FAM/MC33 215-227 HF563643
R : ACCGCACTCGCACTTAGATT

PWN_6 F : GGAATTAGGCGTCCACAAGA (AG); 6FAM/MC33 126-131 HF563644
R : TGCTGTATAAACATTTGCTCTTCG

PWN_26 F : GAAAAACTTAGGCTGGGGGA (TG)s PET/MA28 157-160 HF563645
R : TAGTGACGACTCATCCGCTG

PWN_30 F : ACCTAGCGTCGAAAACCCTT (TG)s VIC/MB28 207-209 HF563646
R : ATAGCAGCAGGTCAAATCCG

PWN_34 F : CCATTGCCCAAAGGATTAAA (CT), PET/MC33 82-95 HF563647
R : ACGTAGCATTCGGAGTGACC

PWN_35 F : ACCGCCTGGTAACCGAGT (GA)s PET/MB28 185-193 HF563648
R : TTGGACACTGCGAGTAAGGA

PWN_49 F : CTGGGAGTTCTTTTTGCTCG (AAQ)s PET/MA28 174-177 HF563649
R : GCAACAATCGTTAGTGGCAA

PWN_51 F : GGAAGAGACTTGACCCGAAA (AG); 6FAM/MC33 84-96 HF563650
R : GGAAAAGAGTCCTCACGTCAA

PWN_54 F : ACCTTCACACTTGTAGCCGC (AG); PET/MA28 113-119 HF563651
R : CCGGTCATCATAATCTCTGATCT

PWN_56 F : TCTTCACATTAATCTTGCTGCC (CA)g PET/MC33 185-195 HF563652
R : AACGATTAGGAACGCAGTGG

PWN_60 F : GGCGAAACGGATAAAGGAAT (CA)o VIC/MB28 129-147 HF563653
R : TTCTTCCCCAAACCTTCTCC

PWN_62 F : GAGCTATAGCCCCTGCCTTT (CMs 6FAM/MA28 112-124 HF563654
R : AGCCTTGCGAAGAAACAAAA

PWN_79 F : TGGATACAAACGGTTGAGGA G(GA),G(GA)gA(T)s NED/MB28 107-114 HF563655
R : AACCTCATCTGTCCGTGGAT

PWN_80 F : AATTGGTGCTCCTGTATGGC TG(TGT)sTG VIC/MB28 78-88 HF563656
R : CGGCTTACTCTTTGTCCCAA

PWN_84 F : CCGTGTTTTCAACTCATTCC (CT),T(CT)sC PET/MC33 129-137 HF563657
R : TTTGATCCGATTACCTTCGG

Bx07 F : AACGGAAAAGAGTCCTCACG (TOvo 6FAM/MB28 146-157 [22]
R : TAGGCCCTCCTTGACAAAAGC

Bx08 F : CTGCCTATTTTCGACTTCTC (CM1o NED/MA28 105-113 [22]
R : CAAGGATCGTGTTCCTCTTTTTG

Characteristics of the microsatellite markers from Zhou et al. [22], Bx07 and Bx08, are also given.

doi:10.1371/journal.pone.0059165.t002

Two markers, Bx07 and Bx08, from Zhou et al. [22], were also
added in two multiplex PCR reactions, because they are
polymorphic and they amplified well in our PCR conditions.
Nonetheless, it is important to note that we observed significant
linkage disequilibrium between Bx07 and PWN_51 and all alleles
of Bx07 are exactly 63 bp larger than the corresponding alleles of
PWN_51. This leads us to suppose that these two markers
correspond to the same locus. However, we could not verify this
hypothesis because the sequence of Bx07 is not yet publicly
available. Several markers (PWN_51, PWN_60, PWN_62,
PWN_79 and Bx07) exhibited also a significant heterozygote
deficiency that may be due to two reasons: (i) the presence of null
alleles, i.e., alleles that are not amplified by the multiplex PCR,
and (ii) a Wahlund effect, i.e., a direct consequence of the existence
of subdivisions in the studied populations. As no individuals with
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missing genotypes were observed at these loci, the first hypothesis
1s not likely. Moreover, clustering analyses corroborated the
second hypothesis. Using these markers, the level of polymorphism
detected in our samples was low to moderate but sufficient for
population genetics analyses. Moreover, it lies in the range

NE1 NE2 MO1

MO2

Table 3. Summary of standard population genetics analyses for each sample.
MO1 (n=31) MO2 (n=23) NE1 (n=16) NE2 (n=15) US10 (n=13)

Na He
Locus (total) (totall Na Ho He Fis Na Ho He Fis Na Ho He Fis Na Ho He Fis Na Ho He Fis
PWN_3 3 0.309 1T _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _ 2 0692 0471 —0.500
PWN_6 3 0.291 2 0.194 0.178 —0.091 2 0.044 0.044 0 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _
PWN_26 3 0.306 2 0.039 0039 0 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _
PWN_30 2 0.283 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _
PWN_34 5 0.305 2 0.065 0.064 —0.017 4 0.174 0.205 0.154 2  0.063 0.063 0 1 _ _ _ 2 0.077 0.323 0.769
PWN_35 5 0.735 3 0500 0.668 0.256 3  0.462 0.655 0.304 1 _ _ _ 1 _ _ _ 2 0.154 0.148 —0.044
PWN_49 2 0.253 1T _ _ _ 1T _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _
PWN_51r 6 0.730 5 0484 0.649 0,258* 6 0.636 0.771 0.178 2 0.563 0417 —0364 3 0400 0.690 0,429* 2  0.154 0.148 —0.044
PWN_54 7 0.639 4 0552 0571 0035 6 0476 0617 0232 4 0.286 0.325 0.126 2  0.083 0.083 0 2 0692 0.508 —0.385
PWN_56 4 0.659 4 0400 0432 0.076 4 0364 0648 0445 3 0313 0.280 —0.119 2 0.308 0443 0314 2 0.231 0212 —0.091
PWN_60 11 0.825 8 0467 0.746 0,378* 6 0.381 0.612 0,384* 2 0.133 0.129 —0.037 3  0.643 0.680 0.057 1 _ _ _
PWN_62 9 0.644 7 0484 0672 0283 7 0381 0.702 0,463* 4 0.500 0.730 0.322 3 0.214 0.519 0,596* 2  0.077 0.077 0.000
PWN_79 6 0.822 5 0.733 0.777 0,057* 5 0.619 0.741 0.168 3  0.467 0522 0109 4 0.571 0.632 0.010 1 _ _ _
PWN_80 2 0.142 2 0.065 0.064 —0.017 2 0.174 0.162 —0.073 2 0.125 0.121 —0.035 1 _ _ _ 2 0539 0.409 —0.333
PWN_84 4 0.266 2 0.032 0.094 0659 1 _ _ _ 2 0.063 0.063 0 1 _ _ _ 1 _ _ _
Bx07x 6 0.729 5 0484 0.649 0.258 6 0.600 0.774 0230 2 0.500 0.387 —0.304 3  0.250 0.692 0,649* 2 0.154 0.148 —0.044
Bx08 5 0.593 3 0323 0349 0076 4 0524 0614 0.151 2  0.385 0508 0.250 3  0.333 0.297 —0.129 1 _ _ _
All loci 4.9 0.482 34 0.284 0.350 0,192* 3.5 0.284 0.385 0,264* 2.0 0.199 0.209 0.036 1.9 0.165 0.237 0,306* 1.1 0.163 0.144 —0.140
Note: Na (total), Na, Ho and He refer to as the total number of alleles per locus over all samples, the number of alleles per locus in each sample, the observed
heterozygosity and the expected heterozygosity, respectively. Fis was calculated after Weir & Cockerham [41]. The last row gives mean numbers of alleles, mean
heterozygosities and Fis calculated over all loci. *' indicates that the HWE test is significant after FDR correction [39] (except for the last row). ‘@’ indicates the
microsatellite markers involved in significant linkage disequilibria after sequential Bonferroni adjustment [40]. _" means that for monomorphic markers, Ho, He and Fis
were not computed.
doi:10.1371/journal.pone.0059165.t003

typically found in the literature for other phytoparasitic nematode
species [51-56]. This new set of markers provides a useful tool,
appropriate to implement analytical methods in population
genetics due to its resolution at the individual level. Specifically,
these markers will be very useful in identifying the source of
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Figure 1. Genetic structure of the PWN field samples from the USA. A, Barplots of Structure of the coefficient of co-ancestry for K=2, 3,4, 5
and 6 clusters. Each bar corresponds to one individual nematode and each cluster is represented by a color. The number of clusters inferred was K=3,
based on the AK of Evanno et al. [48]. B, DAPC scatterplot showing the first two principal components of the DAPC for K=3, the number of cluster

being inferred from the Bayesian Information Criterion (BIC).
doi:10.1371/journal.pone.0059165.9001
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invasive outbreaks and in deciphering the invasion routes of the
PWN. Practically, they will be used to obtain multilocus genotypes
(MLGs) of numerous samples from the native and invaded areas.
These MLGs will be analyzed using recent and appropriate
methods devoted to this question, like approximate Bayesian
computation [28,57] which has already been successfully used in
other invading species [58-60]. Until now, most markers
developed for the PWN, such as AFLP [19,21], RAPD [16,24],
ISSR [16,18], IGS [18], homologous DNA probes [17] or
cytochrome b and cellulase gene sequences [23] suffer from
technical limitations. They either displayed a low level of
polymorphism [23], were not codominant [16,18,19,21,24] and/
or were used on pooled collections of individuals [16-19,21,23,24]
with results that are difficult to interpret. A few microsatellite
markers have already been developed for the PWN [20,22] but
they either required the pre-amplification of genomic DNA [20],
which can cause an artifactual polymorphism, or were too few to
obtain a clear image of the genetic diversity of the samples
analyzed [22]. The reason for these problems is that, in general,
the minute quantity of DNA from each individual is an obstacle to
obtain individual multilocus genotypes at a large number of
markers. Multiplex PCR reactions, in addition to reducing costs,
allow this problem to be overcome by amplifying several
microsatellite markers in a single PCR reaction ([61] for a review,
[62]). The main advantage of the tools developed here is thus the
possibility to genotype individuals using three multiplex PCR
reactions. Only three PCR reactions per individual are needed to
obtain the diploid multilocus genotypes of 17 microsatellite
markers without any DNA pre-amplification step.

We further used the 17 microsatellite markers on 100
individuals PWN collected from four field locations and one
laboratory collection strain to obtain first insights into the genetic
variability of B. xplophilus at the individual level in its native area.

First, the number of alleles and the expected heterozygosity
were lower in the collection strain than in field samples with large
reductions of 22-52% and of 31-63%, respectively. Although the
statistical significance of this result was not clear, it scems that the
collection strain has likely suffered a loss of genetic diversity
compared to field samples, particularly the Missouri samples. This
difference between laboratory strains and wild populations/field
samples has already been explored and demonstrated in other
species. For instance, Kim et al. [63] observed a loss of 15-39%
genetic diversity in the non-diapause colony of the western corn
rootworm (Diabrotica virgifera virgifera Le Conte, 1868) compared
with contemporary wild populations, depending on the parameter
measured. Similar results were obtained by Coe et al. [64] with the
zebrafish (Danio rerio Hamilton, 1863) with the allelic richness for
all four strains less than 20% of that found in the wild fish. The
maintenance of strains in laboratory collections and, in our specific
case, the very short generation time, i.e. = 5—7 days at 20 °C [65],
and the need to transfer nematodes from one Petri dish to another
to ensure the viability of the strain, probably create recurrent
bottlenecks, which in turn decrease the genetic diversity. Further
mvestigations are needed to clarify this observation. However, in
any case, this potential loss of genetic diversity is important to take
into account when performing population genetic diversity
analyses using medium and long-term culture collection samples.

Second, intra-sample variability was near HWE and linkage
equilibrium. This result confirms that the PWN reproduces
sexually @ natura with no evidence of deviation from random
mating between individuals. Moreover, an important part of the
genetic variance detected here corresponded to inter-individual
variation within a tree. This suggests that several nematodes enter
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into the tree and more specifically that several nematodes
effectively reproduce and contribute to the growth of the
population inside the tree. This observation is supported by the
presence of more than 4 alleles per locus for some microsatellite
markers at the tree level. Different results were observed by Zhou
etal. [22] in Japan : (1) a very low genetic diversity was detected at
the tree level, with 418 individuals (out of 420) presenting the same
individual genotype on 14 trees sampled ; (ii) the genetic variability
was more important between than within trees. This difference
can be explained by (i) a technical limitation, owing to the small
number of markers (only four) used in this study leading to a large
variance of the statistics summarizing genetic variation; and by (i)
the loss of genetic diversity that generally occurs during invasion,
resulting in lower genetic diversity in invasive populations than in
native ones [66,67].

Finally, the various samples displayed significant genetic
differences, highlighting the existence of a spatial genetic structure.
Spatial differentiation exists at very short scale, with neighboring
trees of Nebraska significantly differentiated. This suggests that the
PWN dispersal, whether active or passive, can be spatially limited
even at a short scale and that genetic drift may play an important
role. Furthermore, both methods used in this study (Bayesian
assignment and multivariate methods) inferred three clusters
among the field samples analyzed. Each cluster consisted of
individuals from different trees, reinforcing the existence of a
genetic structure within and between trees. Different clusters were
identified within trees scale (Missourl trees) suggesting that
different beetles carrying genetically differentiated nematode
populations infected a single tree. The individuals from the
Nebraska trees, close to each other, were grouped in a single
cluster. In addition, both Missouri trees exhibited the same two
genetic clusters. These local genetic similarities probably result
from efficient short distance dispersal mediated by the insect
vector [68]. Some nematodes from Nebraska were also assigned to
a cluster mainly formed by Missouri individuals (results of DAPC
method) or presented hybrid genotypes between Nebraska and
Missouri clusters (results of Bayesian method) despite the large
geographical distance between them (more than 500 km). This
result is an agreement with the potentially important role of the
human-induced dispersal, already proposed in others studies on
the PWN [69,70] and in other nematode species [71]. However,
too few samples were used in this study to provide clear evidence
of long-distance dispersal. With that respect, a hierarchical
sampling scheme with nematodes sampled from various trees
located in different groups of trees situated in different forests
should be implemented. This would allow a precise assessment of
the population genetic structure of the PWN to better determine
the spatial range of nematode dispersal and the scale at which
populations function.
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b. Diversité et structure génétiques en lien avec I’invasion

+» Contexte et objectifs

Etudier les premiéres étapes des invasions biologiques est crucial pour améliorer les
moyens de lutte. Il est en effet plus efficace d'agir des les premicres étapes des invasions (en
termes de colts et de temps notamment) que de tenter d’éradiquer I'envahisseur une fois que
celui-ci est installé (Allendorf & Lundquist 2003; Simberloff et al. 2013). Identifier les routes
d’invasion constitue une étape clé¢ de ces premieres étapes, comme explicité dans la partie
I.3.a. Dans le cas précis du PWN, plusieurs études ont déja essayé de déterminer la source des
différents foyers envahissants (Cheng et al. 2008; Figueiredo et al. 2013; Fonseca et al. 2012;
Metge & Burgermeister 2008; Pereira et al. 2013; Tares et al. 1992; Valadas et al. 2012;
Valadas et al. 2012; Vieira et al. 2007; Zhang et al. 2008; Zhou et al. 2007). Ainsi, certaines
¢tudes suggerent une origine asiatique pour les populations portugaises (Figueiredo et al.
2013; Fonseca et al. 2012; Metge & Burgermeister 2008; Valadas et al. 2012; Vieira et al.
2007). Néanmoins comme préalablement abordé (voir partie III.1.a), ces études souffrent de
limites et donc aucune étude a I’heure actuelle n’a encore clairement étudié¢ les routes
d’invasion du PWN avec des marqueurs moléculaires adaptés, des échantillons appropriés et
des approches de génétique des populations adéquates (voir Estoup & Guillemaud 2010).

Ainsi, les objectifs de cette étude étaient de caractériser génétiquement les zones
envahies pour déterminer le nombre d'événements d'introduction le plus probable et d'étudier
les relations entre la zone native et les zones envahies, en tentant notamment de déterminer la
(les) source(s) des populations européennes. De plus, au-dela des routes d'invasion, nous
avons cherché a confirmer l'existence d'une forte structure génétique dans l'aire native du
PWN (dé¢ja suggérée lors de la mise au point des marqueurs microsatellites), profitant d'un

nombre d'échantillons plus important.
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+» Matériel et méthodes

Pour cette ¢tude, nous disposions d'échantillons de populations naturelles de trois
zones géographiques : une partie de l'aire native, les USA avec 18 échantillons comptabilisant
391 individus et deux zones envahies, le Japon avec 7 échantillons et 210 individus et le
Portugal/Madére avec 9 échantillons et 169 individus. Chaque individu a été génotypé a l'aide
de marqueurs microsatellites développés précédemment et des analyses intra- et inter- zones
ont été réalisées.

Nous avons ainsi évalué la diversité (nombre d'all¢les et hétérozygotie attendue) et la
structure (par analyse Bayésienne de groupement des individus, Pritchard et al. 2000)
génétiques au sein de chaque zone. Pour l'aire native, 1'échantillonnage effectué nous a
¢galement permis de tester l'existence d'un isolement par la distance (test de Mantel entre
distances génétique et géographique). Nous avons ensuite tenté de déterminer la source la plus
probable, dans Il'aire native ou en Asie, des populations européennes par différentes
méthodes : (i) mesures de Fst entre paires de populations (Weir & Cockerham 1984), (ii)
vraisemblances d'assignation individuelle (Paetkau et al. 2004; Rannala & Mountain 1997),
(ii1) arbre de distances génétiques (Cavalli-Sforza & Edwards 1967; Saitou & Nei 1987) et

(iv) analyse Bayésienne de groupement des individus (Pritchard et al. 2000).

% Résultats
Nous avons observé une diversit¢é génétique faible a modérée aux USA et
extrémement faible dans les 2 zones envahies ¢étudiées ici due a la présence de nombreux
marqueurs monomorphes (10 pour le Japon et 15 pour le Portugal, sur 16). Nous avons
ensuite mis en évidence une structure génétique spatiale importante aux USA avec présence
d’isolement par la distance. En effet, tous les échantillons sont apparus significativement

différenciés entre eux avec des valeurs de Fst pouvant étre élevées (voir Tableau S1 dans
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I’article). L'analyse de groupement des individus a mis en évidence que la plupart des
¢échantillons s’individualisaient (voir Figure 2A dans I’article). De maniére similaire, le Japon
a présent¢ une structure génétique spatiale avec des échantillons significativement
différenciés entre eux et des valeurs de Fst trés élevées (2 I’exception des 3 échantillons
complétement identiques et présentant le méme génotype multi-locus, voir Tableau S1 dans
I’article), ainsi qu’un groupement des individus a 1’échelle de 1’échantillon (voir Figure 2B).
Finalement, en Europe, 8 échantillons sur les 9 analysés sont apparus complétement
identiques avec 162 individus (sur les 169) présentant le méme génotype multi-locus.
L’échantillon restant est apparu significativement différenci¢ des autres (valeurs de Fst
présentées dans le Tableau S1 dans D’article). L’analyse de groupement des individus a
suggéré l'existence d'un seul groupe génétique a I’échelle du Portugal et de I’ile de Madére
(voir Figure 2C dans I’article). Les différentes méthodes utilisées pour tenter de déterminer
I’origine des populations européennes ont donné des résultats contradictoires. Les mesures de
Fst et les vraisemblances d’assignation individuelle ont suggéré une origine américaine pour
les échantillons du Portugal et de 1’lle de Madére. A I’inverse, I’arbre de distances génétiques

et ’analyse Bayésienne de groupement des individus ont suggéré une origine asiatique.

¢ Discussion
Nous avons obtenu trois résultats majeurs dans cette étude : la structuration importante
dans Dl’aire native, le faible niveau de diversité génétique dans les zones envahies et des
méthodes classiques et Bayésienne non concluantes pour déterminer 1’origine des populations
européennes.
Tout d’abord, nous avons confirmé la forte structuration génétique spatiale existante
dans I’aire native et déja suggérée dans 1’étude précédente. Cela appuie d’autant plus 1’idée

que la dérive génétique est importante et qu’elle n’est pas compensée par une dispersion
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efficace. La dispersion limitée du PWN peut refléter la complexité du processus de dispersion
naturelle, qui est principalement dépendante de I’insecte vecteur (Akbulut & Stamps 2012).
De plus, le PWN doit surmonter plusieurs obstacles pour réussir a se reproduire dans l'arbre
(Futai 2013). Il doit notamment réussir a entrer dans l'insecte avant son émergence et a entrer
dans l'arbre pendant que l'insecte se nourrit. Ces obstacles peuvent conduire a diminuer
l'efficacité de la transmission du PWN (Kobayashi et al. 1984; Togashi 1985) et contribuer a
la forte dérive génétique observée ici.

Ensuite, nous avons mis en évidence une diversité génétique trés faible voire
complétement nulle dans les zones envahies étudiées ici. Ce résultat peut étre expliqué par la
faible diversité intra-échantillon observée dans [’aire native et par des effets
fondateurs/goulots d’étranglement pouvant avoir lieu lors de I’introduction d’organismes dans
une nouvelle aire géographique (Allendorf & Lundquist 2003; Sakai et al. 2001). Il suggere
fortement qu’un seul événement d’introduction a eu lieu dans chacune des zones envahies et
que chaque population introduite avait une petite taille efficace. La quasi-absence de diversité
en Europe suggere fortement aussi que le deuxiéme foyer envahissant portugais correspond a
I’expansion du premier et que le Portugal continental est & 1’origine des populations
retrouvées sur I’1le de Madere.

Enfin, nous n’avons pas pu identifier I’origine des populations européennes avec les
méthodes d’analyses classiques et Bayésienne utilisées dans cette étude puisqu'elles ont donné
des résultats contradictoires. Plusieurs hypotheses ont été avancées pour expliquer cela : (i) le
manque de diversité génétique, ayant pu conduire a un manque de puissance discriminatrice,
(i1) la forte structuration génétique de D’aire native, nécessitant un échantillonnage quasi
exhaustif — que nous n’avons pas — pour saisir la variation génétique de I’aire native et (iii)
I’échantillonnage incomplet avec des zones envahies absentes, comme la Chine et la Corée du

Sud. Les résultats non concluants obtenus soulignent enfin les limites de ces méthodes (pas de

50



calcul de probabilités, manque d'évaluation de la confiance statistique dans les résultats tels
que des calculs d’erreurs de type I et II) et le besoin, dans notre cas, de méthodes plus

puissantes, comme I’ ABC décrite dans la partie 1.3.b.

% Au-dela de Darticle...

Dans cette étude, nous avons obtenu des valeurs de Fst trés élevées et nous avons
suppos¢ que la faible variabilité intra-échantillon avait artificiellement augmenté les valeurs.
Néanmoins, la littérature sur le sujet (Alcala et al. 2014; Balloux et al. 2000; Gregorious
2010; Hedrick 1999; Jost 2008; Jost 2009; Verity & Nichols 2014), I'examination plus précise
de nos données et des essais de mesure d’autres indices de différentiation tel que le D de Jost
(2008), nous a conduit a réaliser que la faible diversité intra-échantillon (et notamment la
présence de nombreux alleles fixés) pouvait réellement perturber le Fst, au méme titre qu'une
forte diversité intra-échantillon. Par comparaison avec le D, nous nous sommes rendu compte
que ’augmentation des valeurs de Fst, due a la faible diversité intra-échantillon, pouvait étre
considérable. Nous avons ainsi constaté que selon la mesure de différenciation utilisée, nous
obtenions des résultats différents. Par exemple, le Fst entre I’échantillon portugais "AM2" et
I’échantillon japonais "Kasumig5" était de 0.99 alors que le D était de 0.033 pour cette méme
comparaison. Nous n’avons pas ajouté le D dans cet article au moment de la révision, parce
que cela ne changeait pas la discussion et les conclusions générales. En revanche, les deux
mesures de différenciation (Fst et D) ont été calculées systématiquement par la suite dans la
mesure ou elles ne conduisent pas toujours aux mémes conclusions et ne renseignent
apparemment pas sur les mémes processus (Alcala et al. 2014; Gerlach et al. 2010; Jost 2009).

Les différences qu'il peut exister entre les mesures de différenciation sont présentées
trés brieévement ici pour faire part de nos observations mais ce sujet est abordé plus

longuement dans la discussion générale, (partie [V.2.a).
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are of crucial importance if we are to understand the
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focused here on the invasion of Europe by the
pinewood nematode (PWN), Bursaphelenchus xylo-
philus (Steiner & Buhrer, 1934; Nickle 1970; Nem-
atoda: Aphelenchoididae), a major pest of forest
ecosystems, native to North America and already
invasive in Asia since the beginning of the twentieth
century. We evaluated the genetic diversity and
structure of worldwide field PWN samples by classical
and Bayesian population genetics methods to deter-
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and the number of introduction events in Europe. We
found (1) a very strong spatial genetic structure in
native PWN populations, (2) a very low level of
polymorphism in each of the invaded areas and (3)
contrasted results concerning the origin of European
invasive populations. Our findings provide evidence
for: (1) a large effect of genetic drift on the biological
cycle of the PWN, due to intense demographic
bottlenecks during tree infections, not compensated
for by effective dispersal of its vector; (2) a single
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Introduction

Several studies have shown that it is more effective to
fight biological invasions in their initial stages than to
try to eradicate the invader after its establishment, in
terms of cost, time and management efficiency
(Allendorf and Lundquist 2003; Simberloff et al.
2013). Deciphering geographic pathways followed by
invasive species is a key first step in this direction.
Many studies carried out over the last decade have
tried to identify the invasion routes of several invasive
species, including insects (Papura et al. 2012; Pascual
et al. 2007; Perdereau et al. 2013; Zepeda-Paulo et al.
2010), plants (Kelager et al. 2013), nematodes (Bou-
cher et al. 2013) and fungi (Fontaine et al. 2013).
Indeed, this approach can be used to address various
questions of both practical and theoretical concern
(Estoup and Guillemaud 2010). Specifically, from a
practical point of view, it may facilitate the design of
strategies for preventing new invasions, by highlight-
ing weaknesses in control and phytosanitary measures.
It may help to improve the control or eradication of
detrimental invasive species, through the identifica-
tion of natural enemies in the native area, better
understanding of the biology of populations and
definition of the ecological features of invasive
populations (Mack et al. 2000; Strong and Pemberton
2000; Tsutsui et al. 2000; van Wilgen et al. 2013).
From a more fundamental point of view, the inference
of invasion routes may provide useful information
about the invasion process. The testing of ecological
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or evolutionary hypotheses explaining the success of
biological invasions requires relevant comparisons
between native and invasive populations (Facon et al.
2006; Keller and Taylor 2008; Puth and Post 2005;
Wilson et al. 2009) and, thus, basic knowledge of the
invasion routes used.

Here, we focused on the invasions of Europe by the
pinewood nematode (PWN), Bursaphelenchus xylo-
philus (Steiner and Buhrer 1934; Nickle, 1970;
Nematoda: Aphelenchoididae), a microscopic worm
that reproduces sexually (Futai 2013). Outside North
America (widely recognized as the native range of this
species, Dropkin et al. 1981; Kiritani and Morimoto
2004; Wingfield et al. 1982), PWN is the causal agent
of pine wilt disease (Mamiya 1972, 1976, 1983) and it
poses a serious threat to pine forests worldwide, due to
ecological and economic consequences of infestation
(Mamiya 1988; Soliman et al. 2012; Suzuki 2002;
Vicente et al. 2011). It was first observed outside its
native range in Japan, in 1905, near Nagasaki (Mam-
iya 1988), where 28 % of the 2.1 million ha of pine
forest was found to be infested in 2000 (Mamiya
2004). It has since spread to other Asian countries,
including China, Taiwan and South Korea (Moon et al.
2007). PWN was detected in the Setibal Peninsula,
close to Lisbon in Portugal, in 1999 (Mota et al. 1999)
and new outbreaks have been identified since 2008 in
the centre of mainland Portugal and on Madeira
(Fonseca et al. 2012), as well as in Spain (Abelleira
et al. 2011; Robertson et al. 2011). PWN was
designated a quarantine organism by the European
and Mediterranean Plant Protection Organization
(OEPP/EPPO 1997) and the European Commission
ruling (2006/133/CE) has imposed strict measures on
the trade of wood, to limit the invasion. These
measures have added significant costs to those already
resulting from the destruction of pine forests.

Many studies have attempted to establish the origin
of invasive outbreaks of PWN in different geographic
areas (Cheng et al. 2008; Figueiredo et al. 2013;
Fonseca et al. 2012; Metge and Burgermeister 2008;
Pereira et al. 2013; Tares et al. 1992; Valadas et al.
2012a, b; Vieira et al. 2007; Zhang et al. 2008; Zhou
et al. 2007). An Asian origin for European invasive
populations of PWN was thus proposed (Figueiredo
et al. 2013; Fonseca et al. 2012; Metge and Burger-
meister 2008; Valadas et al. 2012b). However, these
studies were subject to experimental limitations, such
as the use of low-resolution markers (e.g. RAPD,
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RFLP), pools of individuals and/or collection samples.
Thus, no study has as yet clearly investigated the
worldwide invasion routes of PWN with relevant
molecular markers, appropriate samples and the
correct population genetics approaches as described
by Estoup and Guillemaud (2010).

Therefore, the aim of this study was to perform
population genetics analyses on natural PWN popu-
lations from around the world, with microsatellite
markers developed previously (Mallez et al. 2013). In
particular, we aimed to confirm the existence of the
strong genetic structure in the native area of this
species suggested by Mallez et al. (2013), through the
use of a larger number of samples from different US
states and hierarchical sampling. We also evaluated
the genetic diversity of PWN populations from
invaded areas, to obtain information about the number
of introduction events. Finally, we investigated the
relationships between populations in native and
invaded areas, to clarify the invasion routes used by
PWN. In particular, we investigated whether the
European invasion resulted from an introduction
independent of the Asian introduction or from suc-
cessive introductions via Asia. We also analysed the
relationships between invasive populations from
mainland Portugal and Madeira.

Materials and methods

The biological system of the PWN and its
generation time

The biological cycle of the PWN in natura is complex
and involves at least two partners: the pine tree and the
insect vector (Evans et al. 1996; Futai 2013 for a
review). The PWN and its vector are closely associ-
ated and their life cycles closely match (Mamiya
1972). Thus, the PWN reproduce exclusively during
summer once it invaded a susceptible pine tree (from
June to September for the largest period). Its gener-
ation time is not precisely known in natura due to
impossible direct observations of the PWN into the
tree. However, from laboratory experiments, it was
determined that the life cycle of the PWN depends
mainly on the temperature, which determines its
duration (Mamiya 1975). The generation time of the
PWN may thus be very short and lasts from 4-5 days
at 25 °C to about 12 days at 15 °C, with temperature

thresholds for development of 9.5 °C for the minimum
and 33 °C for the maximum (Mamiya 1975). Conse-
quently, by coupling this information, the generation
time of the PWN was approximated to 30 generations
per year (by averaging the summer temperature to
25 °C and by considering the June—September period
for PWN reproduction). This is about 450 generations
since the PWN introduction in Portugal and more than
3,200 generations since its introduction in Japan.

Sampling

Nematode samples were obtained from three different
geographic areas: a part of the native area, the USA
and two invaded areas, Japan and Portugal/Madeira.
Thirty-four locations were sampled and 770 individ-
uals were analysed in total: 18 locations from the USA
(391 individuals), nine from mainland Portugal and
Madeira (169 individuals) and seven from Japan (210
individuals). The PWN samples are listed and
described in Table 1 and the locations from which
the samples were collected are shown in Fig. 1. All
individuals were extracted from wood samples col-
lected directly from field locations. Each location
sample originated from a single tree and consisted of
seven to 36 individuals, at various stages. Nematodes
were extracted with a sieve or a Baermann funnel
(Viglierchio and Schmitt 1983). No permission was
required to collect samples of PWN from the infested
areas and we obtained an official agreement from the
French authorities (#2012060-0004) for the importa-
tion and manipulation of this quarantine organism at
Institut Sophia Agrobiotech facilities. For some sam-
ples, extraction of individuals were carried out by our
collaborators, who then sent them in DESS (Yoder
et al. 2006). These samples were washed in distilled
water before DNA extraction. For the other samples,
DNA was extracted directly after the extraction of
individuals from wood samples.

DNA extraction and genotyping of microsatellite
loci

Single individuals were subjected to a thermal shock, as
explained below, for DNA extraction (Castagnone et al.
2005). Each individual was hand-picked, transferred to
18 pl of lysis buffer (10x Tagq buffer with MgCl,, Tag
Core Kits10, MP Biomedicals; 60 mg ml™" proteinase
K and sterile distilled H,O) and placed at —80 °C for
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Table 1 Characteristics and population genetics summary statistics of each sample of B. xylophilus used in this study

Sample code  No. of individuals  Origin Mean Na  Max Na  He Ho Fis
MO1 31 USA—Missouri—Columbia 3.25 8 033 027 0.19*
MO2 23 USA—Missouri—Columbia 3.38 7 036 026 027°
NE1 16 USA—Nebraska—Davey 2.00 4 020 0.18  0.09
NE2 15 USA—Nebraska—Davey 1.81 4 0.21 0.16 0.24
NES 14 USA—Nebraska—Pawnee Lake 1.94 5 0.21 0.18 0.14
NE6 21 USA—Nebraska—Pawnee Lake 1.38 2 0.18 0.10 0.48*
NE9 29 USA—Nebraska—Pawnee Lake 2.63 5 0.31 0.23 0.26*
NE10 26 USA—Nebraska—Pawnee Lake 1.75 4 0.19 0.15 0.19*
NE12 28 USA—Nebraska—Conestoga Lake 1.50 3 0.15 010 0.34*
NE13b 19 USA—Nebraska—Pioneers Park 2.38 5 028 020 0.31°
NE14 28 USA—Nebraska—Pioneers Park 1.69 3 024 016 0.34°
NE15 23 USA—Nebraska—Pioneers Park 2.25 5 0.22 0.14 0.38*
NE19 16 USA—Nebraska—UNL East Campus 1.81 3 023 020 0.15
NE22 17 USA—Nebraska—Lincoln 2.00 5 0.28 020 0.28"
NE23 25 USA—Nebraska—Lincoln 1.25 2 0.07 0.07 0.09
NE24 19 USA—Nebraska—Lincoln 1.31 2 007 006 0.15
VI9 22 USA—Virginia—Midlothian 1.50 3 0.16 0.14 0.14
MA1 19 USA—Massachusetts—Worchester 1.50 2 0.14 0.14 0.00
Jap120 23 Japan—Iwate—Shiwa 1 1 - - -
Jap212 27 Japan—Iwate—Shiwa 1 1 - - -
Jap308 25 Japan—Iwate—Shiwa 1 1 - - -
Kasumig2 36 Japan—Ibaraki—Kasumigaura 1 1 - - -
Kasumig3 29 Japan—Ibaraki—Kasumigaura 1.19 2 0.06  0.06 —0.02
Kasumig5 35 Japan—TIbaraki—Kasumigaura 1 1 - - -
Kosa 35 Japan—Kumamoto—Kosa 1.25 2 0.06  0.05 0.03
Mad23PC 12 Madeira Island—Porto da Cruz 1 1 - - -
Mad24C 7 Madeira Island—Calheta 1 1 - - -
128S 17 Portugal—Setubal—Grandola 1.06 2 0.03  0.01 0.62*
TR1 30 Portugal—Setubal—Troia 1 1 - - -
TR2 27 Portugal—Setubal—Troia 1 1 - - -
AM2 21 Portugal—Setubal—Aguas de Moura 1 1 - - -
Comporta 28 Portugal—Setubal—Comporta 1 1 - - -
E182 13 Portugal—Coimbra—~Penela 1 1 - - -
E1069 14 Portugal—Viseu—Castro Daire 1 1 - - -

Mean Na is the mean number of alleles per sample over all loci, Max Na is the maximum number of alleles per locus in each sample,
He is the expected heterozygosity and Ho is the observed heterozygosity. FIS was calculated as described by Weir and Cockerham
(1984)

indicates that Ho, He and FIS were not calculated, for samples with only monomorphic markers
# That the result of the HWE test was significant at the 5 % level after FDR correction (Benjamini and Hochberg 1995)

214 60 min. It was then immediately transferred to 60 °C for microsatellite loci), MB28 (5 microsatellite loci) and 218
215 60 min and, finally, to 95 °C for 15 min in a Biometra® MC33 (6 microsatellite loci), as described by Mallez 219
216  T3-Thermoblock Thermocycler. We amplified 16 et al. (2013). We excluded Bx07 from the MB28 220

217  microsatellite loci in three multiplex PCRs: MA28 (5 multiplex reaction, because this marker is identical to 221
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Fig. 1 Location of the sampling sites for B. xylophilus used in
this study. Three different geographic areas are represented: the
USA, a part of the native area, focusing on the Nebraska, and
two different invaded areas, mainland Portugal and Madeira and

PWN_51 (Mallez et al. 2013). PCR amplifications were
performed in 10 pl containing 1x QIAGEN Multiplex
Master Mix, 2 pM of each primer, with forward primers
labelled with a fluorescent dye (6-FAM, VIC, PET or
NED) at the 5" end, and 2 ul of genomic DNA extracted
by thermal shock. The amplification reactions were
performed in a Biometra® T3-Thermoblock Thermocy-
cler and included a 15 min denaturation step at 95 °C,
followed by 28 or 33 cycles (depending on the multiplex
PCR) of 30 s at 94 °C, 1.5 min at 55 °C, and 1 min at
72 °C, followed by a final extension step of 30 min at
60 °C. Genotypes were determined with an ABI 3700
sequencer (Applied Biosystems), with the 500 LIZ™
GeneScan™ size standard (Applied Biosystems) and
Genemarker™ version 1.75 software (SoftGenetics
LLO).

Japan. The stars indicate the hypothetical entry points of PWN.
The dates of first observation for each invaded area are
indicated. The codes on the maps are the sample names. For
more details, see Table 1

Data analyses
Standard genetic analyses

For each sample, we determined the maximum
number of alleles detected over all loci (Max. Na),
the mean number of alleles (Mean Na) and the
observed (Ho) and expected (He) heterozygosities
per sample, with GENETIX version 4.05 (Belkhir
et al. 1996-2004). We evaluated deviation from
Hardy—Weinberg equilibrium (HWE) with GENE-
POP version 4.1.3 (Rousset 2008) and we quantified
inferred deviations from HWE by calculating the Weir
and Cockerham estimate of FIS (Weir and Cockerham
1984) with FSTAT version 2.9.3.2 (Goudet 2002).
Linkage equilibrium between loci was assessed with
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the log likelihood ratio test, in GENEPOP (Rousset
2008). We took multiple testing (HWE tests) and the
non-independence of tests (linkage tests) into account
by performing false discovery rate (FDR) correction
(Benjamini and Hochberg 1995) and sequential Bon-
ferroni adjustment (Sokal and Rohlf 1995), respec-
tively. Null allele frequencies were estimated with
FREENA (Chapuis and Estoup 2007).

Genetic structure analyses within areas

All the analyses described in this section were
performed within each area, for precise characteriza-
tion of the nematode samples from the native area and
the two invaded areas. We first tested the hypothesis of
uniform genotype frequencies between samples, by
Fisher’s exact test (Raymond and Rousset 1995)
implemented in GENEPOP (Rousset 2008). As non-
independent multiple tests were performed, sequential
Bonferroni correction (Sokal and Rohlf 1995) was
carried out to adjust significance levels. We also
calculated Weir and Cockerham estimates of Fgr
(Weir and Cockerham 1984) between samples, cor-
rected for null alleles with FREENA (Chapuis and
Estoup 2007). We then studied the structure of the
populations from each area by a Bayesian clustering
approach, as implemented in STRUCTURE version
2.3 (Pritchard et al. 2000). An admixture model with
correlated allele frequencies was used (Falush et al.
2003). The numbers of clusters tested, K, varied from 1
to 18 for the USA, from 1 to 7 for Japan and from 1 to 4
for Portugal/Madeira. We carried out 20 independent
runs for each value of K. Each run involved a Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) procedure with 10°
iterations, following a burn-in period of 2 x 10°
iterations. Default values were maintained for all the
other parameters. The number of clusters was deter-
mined both as described by Evanno et al. (2005) and
automated in STRUCTURE HARVESTER (http://
taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/index.php, Earl
and vonHoldt 2012) and by checking all the bar plots of
co-ancestry parameters for successive values of
K. Using CLUMPP (Jakobsson and Rosenberg 2007),
we identified the most frequent clustering patterns for
each value of K among the 20 runs, which we plotted
with DISTRUCT version 1.1 (Rosenberg 2004). We
checked the adequacy of the clustering patterns chosen
for successive values of K.

@ Springer

In the USA, the hierarchical sampling in Nebraska
allowed us to investigate the possible occurrence of
isolation by distance (IBD). This involved assessment
of the correlation between genetic distance (FST/
(1 — FST)) and the logarithm of geographic distance,
for pairs of populations (Rousset 1997). We used the
Mantel test in GENEPOP (Rousset 2008) and 20,000
permutations to assess the significance of the
correlation.

Relationships between the different areas

We focused on the origin of the Portuguese mainland
and island (Madeira) samples. The most probable
source population, in North America or in Asia, for
each Portuguese sample was investigated in several
ways. More precisely, the aim of this part was to select
the most probable scenario among the following
scenarios: (1) a scenario with two independent intro-
ductions, in Asia and in Europe, from North America
and (2) a scenario with two successive introductions,
from North America to Asia and then from Asia to
Europe.

We first analysed the FST values corrected for null
alleles (Chapuis and Estoup 2007; Weir and Cocker-
ham 1984) between each Portuguese sample and each
American or Japanese sample. We then carried out an
individual assignment likelihood analysis (Paetkau
et al. 2004; Rannala and Mountain 1997), as in
previous studies on invasion routes (Ciosi et al. 2008;
Pascual et al. 2007) with GENECLASS2 software
version 2.0 (Piry et al. 2004). This analysis involves
calculating the mean individual assignment likelihood
(denoted L;_, ) of each Portuguese sample i, to each
possible source population s (the American samples
and the Japanese samples, in our case). The most
probable source of a target invasive population sample
i is considered to be the population with the lowest
corrected FST values with i and the maximum
assignment likelihood of i. We expect a lower
corrected FST value between the USA and Portugal/
Madeira Island than between Asia and Portugal/
Madeira Island under the scenario of independent
events of introduction and the opposite under the
scenario of successive events of introduction.

We also plotted a neighbour joining (NJ) tree (Saitou
and Nei 1987), based on Cavalli-Sforza and
Edwards genetic distances (Cavalli-Sforza and Edwards
1967) with POPULATION software version 1.2.30
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(http://bioinformatics.org/ ~ tryphon/populations/). The
robustness of the tree topology was evaluated by carrying
out 2,000 bootstrap replicates over loci. A tree based on
Cavalli-Sforza and Edwards genetic distances (Cavalli-
Sforza and Edwards 1967) corrected for null alleles
(Chapuis and Estoup 2007) was also built. The most
probable source of a target invasive population sample
i is considered to be the population from outside Europe
whose sample is clustering closest to i in the tree.

Finally, we carried out Bayesian clustering analysis
with STRUCTURE software (Pritchard et al. 2000)
using all the samples from North America, Asia and
Europe to determine the origin of the sampled
Portuguese populations. The number of clusters tested,
K, varied from 1 to 10. As before, an admixture model
with correlated allele frequencies (Falush et al. 2003),
20 runs per K, 10° iterations for the MCMC and
2 x 10 iterations for the burn-in period were used.
CLUMPP (Jakobsson and Rosenberg 2007) and
DISTRUCT (Rosenberg 2004) was used to identify
the most frequent clustering patterns for each value of
K and to display the corresponding bar plots, respec-
tively. This method identifies the most probable source
of a target invasive population sample i as the
population for which the sample(s) is (are) the last to
cluster with i with increasing values of K. Thus, under
the scenario of independent events of introduction, we
expect that an American sample is the last one to still
cluster with Portugal/Madeira Island with increasing
values of K. Conversely, under the scenario of
successive events of introduction, we expect an Asian
sample to be the last one to still cluster with Portugal/
Madeira Island with increasing values of K.

Results
Standard genetic analyses

Three markers were monomorphic (M3, M30 and
M49), even in the native area (but see Mallez et al.
2013, who found polymorphism at these markers in
the native area, in analyses of collection and field
samples). Genetic diversity was low to moderate in the
USA and low to extremely low in invaded areas (see
Table 1). In the native area, we detected up to eight
alleles per locus and per sample (and up to 13 alleles
per locus over all samples), with a mean number of
alleles per sample (Mean Na) of 1.31-3.38 and a mean

expected heterozygosity (He) of 0.07-0.36. Numerous
monomorphic markers were detected in the invaded
areas: 10 markers in Japan and 15 markers in Portugal/
Madeira, of the 16 considered. No more than two
alleles per locus and per sample (and no more than
three per locus over all samples in Japan) were
detected, with a mean Na of 1.25 and a mean He of
0.06 at most. Ten samples in the native area and one
sample in Portugal deviated significantly from HWE
because of a heterozygous deficit (see Table 1).
Significant linkage disequilibrium was found in 10
of the 624 pairwise tests carried out (after sequential
Bonferroni correction, Sokal and Rohlf 1995), for four
pairs of loci: M62 and Bx08; M51 and M56; M35 and
M56 and M35 and M51. Examination of the results of
FREENA analysis (Chapuis and Estoup 2007) showed
that most of the deviation from HWE (especially in
Portugal) and most of the significant linkage tests were
accounted for by the presence of null alleles at the loci
involved (estimates of null allele frequencies from 7 to
24 %, data not shown). However, null alleles were not
systematically observed for a given marker across all
the samples or for a given sample across all the
markers. In addition, none of the samples or markers
had more than 10 % null alleles on average. We
therefore used the entire dataset for further analyses.

Genetic structure analyses within geographic areas

In the USA, all samples displayed significant differ-
entiation after correction for multiple testing (Fisher’s
exact tests, p < 107°). Pairwise corrected estimates of
FST values were also very high: from 0.06 to 0.76 (for
more details see Table S1). The number of clusters
could not be clearly inferred from the Bayesian
clustering analysis, because AK (Evanno et al. 2005)
had several peaks, at different values of K (see Figure
S1). A biologically meaningful genetic structure
occurred for large values of K (see the examples of
bar plots for several values of K in Fig. 2a and all bar
plots in Figure S2). Most samples were progressively
unambiguously assigned to different clusters, at least
until K = 14. We also detected evidence of IBD
(slope = 0.064, p = 0.013).

In Japan, the three samples from Iwate in the North
were genetically identical, presenting one fixed allele
for all the markers. All the remaining samples
appeared to display significant differentiation (Fish-
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NE10

i

1]
.

- .
-

K=3 Y i

Fig. 2 Genetic structure of the PWN field samples within each
area. Bar plots of the coefficients of co-ancestry obtained in
various STRUCTURE analyses with several values of K foraa
part of the native area, the USA and for the two invaded areas

corrected FST values, ranging from 0.63 to 0.99
(excluding the three identical samples, see Table S1
for more details). Strong genetic structure was also
detected at the scale of the tree, with STRUCTURE.
The AK method (Evanno et al. 2005) inferred the
existence of three clusters (see Figure S1), but
likelihood values reached a plateau at K = 5 and an
examination of successive bar plots for co-ancestry
suggested a meaningful structure for K =5 (see
Fig. 2b).

In Portugal, eight of the nine samples were
genetically identical and 162 individuals (of the 169
sampled) had identical homozygous multi-locus geno-
types. The remaining sample (128S) differed signif-
icantly from seven of the other eight samples after
correction for multiple testing (Fisher’s exact tests,
p < 0.017). The result of one test was not significant
(Mad24C vs. 128S, Fisher’s exact test, p = 0.065),
probably because of the small size (seven individuals)
of the Mad24C sample. The clustering analysis
inferred a single cluster, grouping together the samples
from mainland Portugal and Madeira (see Fig. 2C,
Figure S1).
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Relationships between populations
from the different geographic areas

The results of the various analyses performed to
clarify the relationships between the populations in
different geographic areas are visualized and summa-
rized in Fig. 3. The lowest FST values obtained with
Portuguese samples always corresponded to American
samples (see the example of one Portuguese sample in
Fig. 3a and all Portuguese samples in Figure S3). The
mean FST value (across samples) between Portugal/
Madeira and the USA was also lower than that
between Portugal/Madeira and Japan, as shown by the
dashed lines in Fig. 3a. Thus, the populations of
Portugal/Madeira seem to be closer to the American
populations than to the Japanese populations, on the
basis of FST. Portuguese samples were assigned to
American samples with the largest mean individual
likelihood (L;_,,, see the example of one Portuguese
sample in Fig. 3b and all Portuguese samples in Figure
S4). However, if we averaged across samples, Portu-
gal was assigned to Japan with the largest mean
individual likelihood (dashed lines on Fig. 3b). The
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Fig. 3 Genetic relationships between populations from the
different areas. The results of the four analyses performed are
shown. a Weir and Cockerham estimates of F'ST corrected for
null alleles (Chapuis and Estoup 2007; Weir and Cockerham
1984) between TR 1, a Portuguese sample shown as an example,
and each Japanese (in green) or American (in orange) sample.
b Mean log-likelihood of the multilocus individual assignment
(L;_s) of TR1 to each Japanese (in green) or American (in
orange) sample. For these first two analyses, the sample
displaying the lowest FST with TR1 or the largest mean L;
is indicated with an asterisk. The mean values across samples

origin of the Portuguese samples is thus not clearly
inferred with this statistic. On the NI tree, the
Portuguese samples were closer to the Japanese
samples than to the American samples, for trees
generated with both uncorrected and corrected Cav-
alli-Sforza and Edwards distances (Cavalli-Sforza and
Edwards 1967; Chapuis and Estoup 2007; Fig. 3c,
Figure S5, respectively). This result was robust to the
use of other genetic distances (data not shown).
Finally, Bayesian clustering analysis (Fig. 3d) showed
that the Portuguese samples clustered with the Japa-
nese samples at the lowest level of structuration
(K = 2), with the Portuguese samples and three
Japanese samples subsequently clustering together,

Japan

for each area and for each parameter are represented by dashed
lines. The results of FST and L, _, ; for other Portuguese samples
are given in Figure S1 and Figure S2, respectively. ¢ NJ tree
based on Cavalli-Sforza and Edwards distances (Cavalli-Sforza
and Edwards 1967). Bootstrap (on locus) values calculated over
2,000 replications are given as percentages (only values >20 %
are shown). American samples are shown in orange, Japanese
samples in green and Portuguese samples in blue. d Bar plots of
the coefficients of co-ancestry obtained with STRUCTURE for
the first values of K. Each bar corresponds to one individual
nematode and each cluster is represented by a particular colour

separately from the other Japanese samples, at K = 3.
This result was confirmed by a clustering analysis of
the samples from invaded areas only (Portugal/
Madeira and Japan, data not shown).

Discussion

In this study, we investigated the genetic diversity and
structure of natural PWN populations from around the
world and the relationships between populations from
native and invaded areas. Three main results were
obtained: (1) we confirmed here, with a much larger
number of samples, the existence of the strong genetic
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structure of PWN populations suggested by Mallez
et al. (2013), consistent with notion that genetic drift
has had a major effect on the genetic structure of
PWN, (2) we found very low levels of polymorphism
in the invaded areas, suggesting single introduction
events, introduced populations with small effective
sizes and clarifying the relationships between invasive
populations within Europe and (3) we observed that
classical and Bayesian population genetics methods
were inconclusive concerning the invasion routes
followed by PWN, and that more powerful inference
methods are therefore required.

Strong genetic structure in PWN populations

We observed a strong spatial genetic structure of
native PWN populations. A very low genetic diversity
within samples from the native area compared to that
between populations, highly significant differentiation
tests, Bayesian clustering analysis and the extremely
high values of pairwise FST were indicative of this
structure. The very low within sample variability may
have artificially increased F'ST values.

Such a genetic structure has already been reported
in the native ranges of invasive species (e.g. for a
Cuban lizard, by Kolbe et al. 2004). Our findings
confirm those reported by Mallez et al. (2013), for a
larger number of samples with hierarchical sampling
in Nebraska. They confirm that the migration-drift
equilibrium is highly biased towards significant
genetic drift without compensation by efficient dis-
persal, even over short distances. The limited dispersal
of the PWN may reflect the complexity of its dispersal
process, which is principally dependent on an insect
vector, Monochamus species (Akbulut and Stamps
2011; Linit 1988; Mamiya and Enda 1972; Sousa et al.
2001). This insect probably has a weak dispersal
capacity, resulting in dispersal over short distances
(Shibata 1986; Togashi 1990), particularly when the
vector is heavily loaded with nematodes, potentially
affecting its ability to fly (Akbulut and Linit 1999).
The evidence of genetic IBD is also consistent with the
probably spatially limited dispersal capacity of the
PWN.

PWN must also overcome several potential obsta-
cles to its dispersal. It must aggregate around pupal
chambers, entering the beetles just before emergence,
facilitating its entry into the tree via the maturation
feeding sites of the beetles, for effective reproduction

@ Springer

within the tree (reviewed in Futai 2013; Vicente et al.
2011). These steps may also contribute to the strong
genetic drift observed in this system, because (1) the
population of nematodes in an infested tree is aggre-
gated into a small number of beetles that emerge from
the tree (Akbulut and Linit 1999), (2) most beetles
carry only a bit of nematodes (Kobayashi et al. 1984;
Linit 1988) and (3) not all nematodes successfully
invade pine trees (Togashi 1985), resulting in rela-
tively low transmission rates (10-20 %, Kobayashi
et al. 1984; Togashi 1985).

Thus, the initial PWN population in a tree may be
small, subsequently increasing exponentially in size.
This creates considerable genetic drift, coupled with
rates of dispersal between trees too low to homogenise
genetic diversity.

Very low levels of polymorphism in invaded areas

Another finding in this study was the very low level or
even complete absence of genetic diversity in the
invaded areas, as observed in previous reports on the
same species (Fonseca et al. 2012; Pereira et al. 2013;
Vieira et al. 2007; Zhang et al. 2008; Zhou et al. 2007).
However, this finding is remarkable in comparison
with other invading species in which a loss of genetic
diversity during invasion is not as common as
previously expected (Bossdorf et al. 2005 for a review
in plant invasive species; Roman and Darling 2007 for
a review in aquatic invasions). The large number of
monomorphic markers and the similarity between
them across individuals (fixed alleles) are surprising at
first glance for a sexual species (Futai 2013) and for
microsatellite markers. However, these findings may
be accounted for by the low level of intra-sample
genetic diversity observed in the native area, together
with the genetic bottlenecks and founder events often
occurring during the introduction of species in new
areas (Allendorf and Lundquist 2003; Sakai et al.
2001). Moreover, biological invasions tend to occur
over short timescales, so mutational processes have
very little effect on the genetic structure of invasive
populations in the short term. Consequently, genetic
structure is shaped mostly by demographic processes,
such as intense demographic bottlenecks resulting in
intense genetic bottlenecks, as in this study.

This very low level of genetic diversity provides
information about the most probable number of
introduction events. In cases of multiple introductions
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in a restricted area, such as mainland Portugal,
Madeira or Japan, significant genetic diversity would
be expected, due to admixture of the various intro-
duced populations, particularly given the highly
structured nature of native populations. The almost
complete absence of polymorphism in mainland
Portugal, Madeira and Japan therefore strongly sug-
gests that a single introduction occurred in each of
these areas, with each introduced population having
small effective size. In the European context, these
findings firmly suggest that the second outbreak
detected in the centre of mainland Portugal in 2008
resulted from expansion of the first outbreak detected
close to Lisbon in 1999. This conclusion contrasts with
the findings of Valadas et al. (2012a), who suggested
that multiple introductions had occurred. Our findings
also suggest that the PWN populations on Madeira
originated from mainland Portugal, given the near
identity of the populations from Madeira and mainland
Portugal and the first detection of PWN outbreak on
Madeira 10 years after the first outbreak in mainland
Portugal.

Intra-population genetic diversity is widely consid-
ered to be a prerequisite for adaptation to changing
conditions and/or environment (Reed and Frankham
2003; Willi et al. 2006). Biological invasions have
thus brought to light a genetic paradox (Allendorf and
Lundquist 2003; Frankham 2005): the occurrence of
successful invasions with low levels of genetic
diversity. The case studied here provides a good
example of this paradox, because PWN populations
with low levels of diversity have managed to invade
several regions around the world. There are several
ecological mechanisms that might account for this
paradox in the case of PWN: (1) the presence of
appropriate insect vectors in each of the countries
invaded (Akbulut and Stamps 2011; Mamiya and Enda
1972; Naves et al. 2007; Sousa et al. 2001), (2) the
presence of susceptible hosts (Evans et al. 1996) and
(3) the greater competitiveness of PWN than of its
closely relative resident in the area, B. mucronatus
(Cheng et al. 2009; Vincent et al. 2008). There is also
some published evidence that a loss of genetic
diversity (demonstrated with neutral markers) does
not hamper the adaptive phenotypic variation of
fitness-related traits (Dlugosch and Parker 2008) and
that measurements of neutral genetic diversity are of
only limited value for the prediction of quantitative
genetic variability (Reed and Frankham 2001). Further

studies are therefore required to determine whether
invading PWN populations display significant adap-
tive genetic variability and whether this variability
contributes to the success of PWN.

Worldwide invasion routes of PWN: the need
for more powerful methods

The third main finding of this study was the difficulty
elucidating the worldwide invasion routes of PWN.
Depending on the analysis and the method used, we
alternatively inferred two possible origins, North Amer-
ica and Asia, for the Portuguese outbreaks. The F.ST and
mean FST values across samples suggested an Amer-
ican origin for all the Portuguese samples, whereas the
NI tree and the Bayesian clustering analysis suggested a
Japanese origin for these samples. A discrepancy was
also found in the mean individual assignment likelihood
analysis, which gave inconsistent results, as the sample
with the minimum mean individual assignment likeli-
hood suggested an American origin and the mean
individual assignment likelihood between samples
suggested an Asian origin. This discrepancy partly
results from large inter-sample variance of allelic
frequency in North America. Previous studies have
proposed an Asian origin for the European populations
of PWN (Fonseca et al. 2012; Metge and Burgermeister
2008; Valadas et al. 2012b), essentially on the basis of
tree analyses. Our finding with the NJ tree and Bayesian
clustering is consistent with this conclusion. One key
point here is that the conclusions drawn from these
previous studies are no more robust than ours because
(1) the methods used are included among those used
here and (2) these previous studies did not use other
methods possibly leading to alternative conclusions.
These inconclusive results highlight a major prob-
lem with traditional methods: a lack of statistical
confidence evaluation for inferences of the source
population of invasion. No statistical tests are carried
out and no probabilities or type I or type II errors are
calculated for classical and Bayesian clustering or
distance methods. This makes it difficult to determine
which result is the most likely when several alterna-
tives are proposed (Estoup and Guillemaud 2010).
However, these classical and Bayesian methods have
proved both useful and conclusive in other cases of
invasion (Ciosi et al. 2008; Facon et al. 2003; Kolbe
et al. 2004; Papura et al. 2012; Perdereau et al. 2013;
Wan et al. 2012). We can therefore put forward several
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hypotheses to account for the conflicting results
obtained here: (1) the low level of diversity may have
resulted in a lack of power to discriminate between the
two possible alternatives, (2) the strong spatial genetic
structure observed in the USA, requiring a very large
sampling scheme to embrace most genetic variation of
the native and (3) the lack of samples from some of the
existing invaded areas, such as China or South Korea,
potentially serving as sources for the invasion of
Europe, as suggested by Figueiredo et al. (2013) on the
basis of analyses of collection samples for PWN.

Given the limitations of classical and Bayesian
methods, the use of recent model-based methods, such
as the approximate Bayesian computation (ABC,
Beaumont et al. 2002; Bertorelle et al. 2010; Guille-
maud et al. 2010) may prove useful. The enthusiasm
linked to the use of genetic data for reconstructing the
history of invasive species was restricted by failures or
technical limitations (Barun et al. 2013; Fitzpatrick
et al. 2012). However, ABC make possible to perform
extensive simulations of various/alternative hypothesis,
which is needed to make reliable biological interpre-
tations of invasion (Barun et al. 2013). Moreover, ABC
offers several advantages (described by Estoup and
Guillemaud 2010) that may be crucial in studies of
PWN: (1) it takes complex scenarii into account, (2) it
manages incomplete sampling by providing the possi-
bility of considering unsampled “ghost” populations
and, most importantly, (3) it makes it possible to
evaluate quantitatively and to compare statistically the
various competing scenarii, through the calculation of
posterior probabilities. Finally, efforts should be made
in future studies to obtain more representative samples.
These new samples should provide a better represen-
tation of the genetic diversity existing around the world,
more precisely describing the populations of the native
area and all the main invaded areas.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Table S1 Pairwise Weir & Cockerham estimates of FST (Weir & Cockerham 1984) between

samples corrected for null alleles, implemented in FREENA (Chapuis & Estoup 2007).

Figure S1 Mean Log-likelihood and AK (Evanno et al. 2005) for each value of K tested in
STRUCTURE analyses for (A) the USA, (B) Japan and (C) Portugal. The delta K from the

Portuguese analysis is not shown, because a single cluster was inferred for in this area.

Figure S2 Bar plots of the coefficients of co-ancestry obtained with STRUCTURE for each
value of K tested in the USA. Each bar corresponds to one individual nematode and each

cluster is shown in a particular colour.

Figure S3 Weir & Cockerham estimates of FST corrected for null alleles (Chapuis & Estoup
2007; Weir & Cockerham 1984) between each Portuguese sample (except TR1, shown in
Figure 3) and each Japanese (in green) or American (in orange) sample. The asterisk and the
dashed lines indicate the sample presenting the lowest FST value and the mean FST value

across samples for each area, respectively.

Figure S4 Mean Log-likelihood of the multilocus individual assignment (Lis) of each
Portuguese sample (except TR1, shown in Fig.3) to each Japanese (in green) or American (in
orange) sample. The asterisk and the dashed lines indicate the sample presenting the

maximum L; 58 and the mean L s ACTOSS samples for each area, respectively.
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Figure S5 NJ tree based on the Cavalli-Sforza & Edwards distances (Cavalli-Sforza &

Edwards 1967) corrected for null alleles, obtained with FREENA (Chapuis & Estoup 2007).
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Table S1

MOl MO2 NEI NE2 NE5 NE6 NE9 NE10 NEI2 NEI3b NEI4 NEI5 NEI9 NE22 NE23 NE24 VI9 MA1 Mad23PC Mad24C E182 128S E1069 AM2 Comporta TR1 TR2 Jap308 Jap212 Jap120 Kasumig2 Kasumig3 Kasumig5
MO2 0.06
NE1 029 0.27
NE2 025 0.19 0.19
NE5 028 024 0.12 0.15
NE6 027 0.26 0.17 0.16 0.14
NE9 023 0.19 0.14 0.11 0.09 0.14
NE10 033 029 0.18 0.25 0.09 0.28 0.15
NEI2 039 040 049 0.50 047 0.50 041 0.52
NE13b 0.17 0.17 022 023 0.19 024 0.12 0.19 029
NE14 022 020 023 0.19 0.15 0.15 0.11 021 042 0.12
NE15 031 026 023 024 020 037 0.17 0.15 060 023 027
NE19 0.19 0.15 032 031 029 038 029 034 044 024 032 035
NE22 025 021 022 0.11 0.18 020 0.12 028 040 0.19 0.14 029 031
NE23 041 039 050 045 041 0.50 043 042 066 047 042 057 048 048
NE24 0.50 0.50 0.62 0.64 0.57 0.63 0.50 0.55 0.70 055 054 0.61 057 0.61 059
VI9 033 030 0.50 047 0.48 0.50 039 046 0.69 045 034 045 049 043 057 071
MAT 043 039 0.60 0.55 0.58 0.57 048 0.61 061 050 049 0.60 054 051 072 0.76 0.60
Mad23PC 0.49 045 0.61 0.41 0.57 0.56 038 0.61 0.77 058 051 059 062 044 082 090 0.74 0.80
Mad24C 045 040 0.55 035 0.51 0.52 034 057 074 052 047 054 057 038 0.80 0.88 0.70 0.77 0.00
E182 049 0.46 0.61 042 0.58 0.57 039 0.62 0.77 059 052 060 0.63 045 082 09 0.74 0.81 0.00 0.00
1288 0.48 0.44 0.58 0.35 0.54 0.52 036 0.59 0.76 057 049 057 062 039 079 088 0.71 0.80 0.29 024 030
E1069 0.50 047 0.62 043 0.59 0.57 039 0.62 077 059 052 0.60 064 045 082 090 0.74 0381 0.00 0.00  0.00 0.31
AM2 054 052 0.68 0.50 0.65 0.62 0.44 0.66 0.81 0.65 057 065 0.69 051 084 092 078 0.84 0.00 0.00  0.00 036 0.00
Comporta 0.57 0.56 0.71 0.54 0.69 0.65 0.47 0.69 083 0.69 0.60 0.68 072 0.55 086 0.93 0.80 0.86 0.00 0.00  0.00 040 0.00 0.00
TR1 0.58 0.57 0.72 0.56 0.71 0.66 048 0.70 0.83 0.70 0.61 069 0.73 057 087 094 081 0.87 0.00 0.00  0.00 041 0.00 0.00 0.00
TR2 0.57 0.56 0.71 0.54 0.69 0.65 047 0.69 0.82 068 0.60 068 0.72 055 086 093 0.80 0.86 0.00 0.00  0.00 040 0.00 0.00 0.00  0.00
Jap308 0.56 0.57 0.67 0.61 0.72 0.70 0.51 0.70 082 0.68 0.61 0.68 0.69 0.57 085 093 0.79 085 0.99 099 099 091 099 0.99 099 099 0.99
Jap212 0.57 0.58 0.68 0.63 0.73 0.70 0.52 0.71 082 0.69 062 069 070 058 086 0.93 0.79 0.86 0.99 099 099 092 099 099 0.99 099 099 0.00
Jap120 0.55 0.56 0.66 0.60 0.71 0.69 0.50 0.70 0.81 0.67 0.60 0.68 0.68 0.55 085 093 0.78 0.85 0.99 099 099 091 099 099 099 099 099 0.00 0.00
Kasumig2 0.59 0.62 0.74 0.55 0.73 0.68 0.50 0.72 0.84 0.72 063 0.71 077 0.61 086 094 0.81 0.86 0.99 099 099 091 099 0.99 099 099 099 099 099 0.99
Kasumig3 0.44 0.43 0.61 043 0.56 0.51 043 062 067 056 054 063 059 045 071 083 0.75 0.76 0.74 072 075 0.69 0.75 0.78 0.80  0.81 0.80 088 0.89 0.88 0.86
Kasumig5 0.53 0.59 0.79 0.61 0.76 0.72 0.57 0.74 082 0.71 0.65 0.75 072 0.64 0.82 093 083 0.86 0.99 099 099 094 099 0.99 099 099 099 099 099 099 0.98 0.83
Kosa 0.53 0.53 0.61 042 0.57 0.56 039 0.62 0.77 0.61 052 058 066 048 0.75 086 0.70 0.75 0.73 070 073 0.67 0.73 0.76 078 079 078 082 0.83 0.82 0.63 0.75 0.79
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Figure S1
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Figure S2
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Figure S3
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Figure S4
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Figure S5
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2. Effet "collection"

L'observation du manque de diversité génétique au sein des souches de collection,
ainsi que les résultats obtenus lors de la mise au point des marqueurs microsatellites nous ont
poussé a approfondir les différences qu'il pouvait exister entre les souches de collection et les
¢chantillons de terrain. Le maintien au laboratoire d'échantillons de populations naturelles
modifie potentiellement I'intégrité génétique des échantillons. Il nous a donc semblé important
d'étudier cela dans le cas précis du PWN, dans la mesure ou beaucoup d'études se font sur des
souches de collection.

Cette ¢tude se rapporte a I’article suivant :

e Mallez S, Castagnone C, Morel-Journel T, Guillemaud T, Castagnone-Sereno P.
(2014). "Collection Effect" in the pinewood nematode: is it worth maintaining strains
under laboratory conditions ? Soumis a Evolutionary Applications.

Elle est résumée ci-dessous et la version soumise de I’article est présentée a la suite du

résumé.

+» Contexte et objectifs

La possibilité de maintenir des especes/individus au laboratoire ou en captivité est un
atout majeur pour le controle biologique, la recherche scientifique ou la conservation.
Cependant, ce maintien implique des changements importants pour les especes maintenues.
Ces changements sont d'ordre environnemental et démographique et peuvent provoquer des
différences phénotypiques et génétiques entre les populations naturelles et les souches de
collection/populations captives. Plusieurs ¢tudes ont déja été conduites pour analyser les

conséquences du maintien au laboratoire et la plupart d'entre elles ont mis en évidence des
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différences génétiques entre les populations naturelles et les populations de laboratoire (Arias
et al. 2005; Coe et al. 2009; Fiumera et al. 2000; Nowak et al. 2007; Stohler et al. 2004).

Le PWN s'¢léve trés bien sur champignon au laboratoire et 1'échantillonnage de
populations naturelles est compliqué. Beaucoup d'études réalisées sur le PWN se font donc
sur des souches de collection, éventuellement maintenues au laboratoire depuis un grand
nombre de générations. Cependant, peu de choses sont connues sur le niveau de diversité
génétique des souches de collection par rapport aux échantillons de populations naturelles et
sur le niveau de différenciation génétique qu'il peut exister entre ces catégories.

Dans cette étude, nous avons donc comparé la diversité génétique et la différenciation
génétique entre des souches de collection et des échantillons de populations naturelles de

l'aire native, en utilisant les marqueurs microsatellites développés précédemment.

+» Matériel et méthodes

Nous avons analysé 28 échantillons de populations naturelles et 12 souches de
laboratoire de I'aire native. Toutes les souches de laboratoire ne sont pas maintenues depuis le
méme nombre d'années (et donc de générations) au laboratoire. Nous avons donc divisé les
souches de collection en deux catégories : les souches récentes, dgées de 5 ans ou moins, et
les souches anciennes, agées de plus de 20 ans (voir Tableau 1 dans l'article). Trois catégories
ont été obtenues et comparées : "Terrain", "Récentes" et "Anciennes".

Dans un premier temps, la diversité génétique des différentes catégories a été
comparée via le nombre d'alléles et 1'hétérozygotie attendue, et la différenciation génétique
entre paires de catégories via le Fst (Weir & Cockerham 1984) et le D de Jost (Jost 2008).
Deux types de tests ont été utilisés pour réaliser les comparaisons en fonction du nombre
d'observations par catégorie : des tests de permutations, lorsqu'au moins une des catégories

comparée présentait un petit nombre d'observations, et des tests de Wilcoxon dans les autres
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cas. Tous les tests ont été réalisés par marqueur et la méthode généralisée de Fisher due a
Lancaster (Chen 2011) a été utilisée pour combiner les probabilités obtenues par marqueur.
Dans un second temps, nous avons simulé in silico le maintien d'une souche au
laboratoire pour évaluer l'effet de la durée de ce maintien sur la diversité génétique de la
souche. Le maintien d'une souche au laboratoire nécessite des événements de repiquages. Il y
a donc alternance de périodes de repiquage et de périodes de croissance. C'est l'alternance de
ces différentes périodes que nous avons simulée (voir Figure 1 dans l'article). Plus
précisément, nous avons simulé, grace au logiciel DYABC (Cornuet et al. 2014), une souche
de collection initiée a partir d'un échantillon de population naturelle et maintenue pendant 15
ans au laboratoire. Nous avons ensuite "échantillonné" cette souche chaque année pour suivre
'évolution temporelle de sa diversité génétique. N'ayant pas d'informations précises sur la
taille efficace des souches de collection, nous avons testé différentes gammes de tailles
efficaces. Cela nous permettait également d'évaluer une large gamme d'intensité de dérive
génétique. Nous avons enfin exploré l'impact d'accidents d'élevage qui peuvent avoir lieu lors
du maintien pendant de nombreuses années sur la diversité génétique d'une souche de

laboratoire.

% Résultats
Nous avons mis en évidence des différences génétiques significatives entre les
différentes catégories d’échantillons. Le sens de ces différences est apparu dépendant de 1'dge
des souches de collection. Ainsi les "vieilles" souches de laboratoire se sont avérées
significativement moins diversifiées que les souches récentes et les échantillons de terrain.
Les souches récentes sont quant a elle apparues légérement plus diversifiées que les

échantillons de terrain. Concernant le niveau de différenciation, les vieilles souches sont
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apparues génétiquement plus différenciées de n'importe quelle autre catégorie que les souches
récentes et les échantillons de terrain.

Les simulations montrent une augmentation de la diversité génétique, que ce soit du
nombre d'alléles ou de I'hétérozygotie attendue, au cours du temps pour quasiment toutes les
tailles efficaces testées. Nous avons enfin montré que les accidents avaient un effet important

sur le niveau de diversité génétique en le réduisant de maniére conséquente.

¢ Discussion

Nous avons observé une relation non monotone entre la diversité génétique des
¢chantillons et le temps passé au laboratoire : les échantillons de populations naturelles étant
moins diversifiés que les souches récentes de laboratoire mais plus diversifiés que les souches
anciennes. L’augmentation de la diversit¢ génétique observée dans les souches récentes est
supportée par les résultats des simulations et peut s’expliquer par une simplification du cycle
de vie du PWN au laboratoire. En conditions naturelles, le PWN fait face a plusieurs défis
pour réussir a se reproduire et a se propager, passant par de petites tailles efficaces qui se
traduisent par des diversités intra-population trés faibles. Ces défis n’existant plus au
laboratoire, les tailles efficaces du PWN sont probablement plus grandes et la diversité
augmente avec le temps au grés des mutations. De plus, les boites de Pétri, dans lesquelles les
nématodes sont maintenus, correspondent a des environnements spatialement plus petits que
les arbres et permettent siirement un meilleur brassage des nématodes, résultant en une plus
faible variance inter-individuelle de reproduction et une plus faible dérive. En ce qui concerne
la faible diversit¢ des souches anciennes, I’hypothése la plus probable est la survenue
d’accidents qui peuvent soudainement et de maniére importante réduire la taille efficace d’une
souche et donc sa diversité génétique (comme montré par les simulations). Cette hypothese

est d’autant plus probable que le maintien au laboratoire est long. Bien que nous ayons avancé
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des hypothéses pour expliquer 'augmentation de la diversité génétique au cours du temps
pendant le maintien en collection, ce résultat n'était pas du tout attendu et nous a surpris. Nous
nous attendions en effet a ce que toutes les souches de collection soit moins diversifiées que
les échantillons de populations naturelles, comme cela est couramment montré lorsque des
comparaisons populations naturelles — souches de collection sont effectuées (Arias et al. 2005;
Bech et al. 2010; Ciosi et al. 2014; Coe et al. 2009; Fiumera et al. 2000; Norris et al. 2001;
Nowak et al. 2007; Stohler et al. 2004).

Nous avons observé une relation plus simple et attendue entre le niveau de
différenciation entre échantillons et la durée du maintien au laboratoire, a savoir une
corrélation positive. Cela peut s’expliquer par 'action combinée de la dérive génétique, de
'accumulation de mutations dans chaque souche et de 1'absence de 1’absence de flux de génes
entre les souches due a leur confinement.

Au-dela des différences génétiques explorées ici, le maintien au laboratoire peut
¢également favoriser des traits d’histoire de vie différents comparés aux conditions naturelles,
¢tant donné que les pressions de sélection sont trés probablement différentes entre laboratoire
et nature. Cela est tout a fait envisageable chez le PWN dans la mesure ou son cycle de vie
naturellement complexe n’est pas reproduit au laboratoire.

Malgré la nécessité de réaliser des études supplémentaires pour clarifier 1’effet
"collection" chez cette espéce, les analyses effectuées dans cette étude illustrent déja les
différences génétiques qui peuvent exister entre les échantillons de populations naturelles et
les souches de laboratoire, soulignant I’importance d’étre prudent lorsque I’on interpréte des

résultats obtenus grace a des souches de laboratoire.
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% Au-dela de Darticle...

Nous avons utilisé la méthode généralisée de Fisher proposée par Lancaster (Chen
2011) pour combiner les probabilités obtenues par marqueur et évaluer I'existence d'une
tendance générale. A notre connaissance, cette méthode est peu courante et nous trouvons
donc utile de justifier notre choix. La méthode la plus usuelle en génétique des populations
pour combiner les probabilités est la méthode de Fisher. Cette méthode est ainsi trés souvent
utilisée pour évaluer si les informations obtenues a partir de différents tests, ayant la méme
hypothése nulle, permettent ou non de rejeter cette hypothése nulle partagée (Rice 1990;
Whitlock 2005). Cependant, cette méthode s'avére trés sensible aux probabilités faibles, voire
trés faibles, et ne serait donc pas appropriée pour cela (Rice 1990). Elle serait plus adéquate
pour tester si au moins I'un des tests combinés est significatif. Le résultat apres application de
la méthode de combinaison de Fisher peut ainsi induire en erreur lorsque I'on souhaite évaluer
une tendance générale. C'est pourquoi nous avons opté pour une méthode alternative, la
méthode généralisée de Fisher proposée par Lancaster, qui n'est pas sensible aux probabilités
faibles (Chen 2011). A noter cependant, que la méthode généralisée de Fisher repose sur les
quantiles de la distribution du chi?. Les probabilités de 1 sont donc problématiques pour cette

méthode, puisque leurs quantiles renvoient a l'infini.
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ABSTRACT

The maintenance of species in laboratory (or in captivity) implies environmental and
demographic changes compared to natural conditions, which may result in phenotypic and
genetic differences between natural populations and laboratory strains (or -captive
populations). Here, we compared the genetic variability and genetic differentiation, using 16
microsatellite markers, between laboratory strains and field samples of the pinewood
nematode (PWN), Bursaphelenchus xylophilus, an invasive species responsible of the pine
wilt disease. Our statistical analyses demonstrated significant genetic differences between
laboratory strains and field samples: (i) recent laboratory strains genetically more and old
laboratory strains genetically less diversified than field samples and (ii) old laboratory strains
more differentiated with whatever other samples than field samples and recent laboratory
strains. The non monotonous relationship between genetic variation and duration of the
maintenance was supported by computer simulations. We then discussed on the interpretation
of results obtained from laboratory strains and the relevance of their extrapolation to natural

populations.

Keywords: Bursaphelenchus xylophilus; microsatellite; genetic diversity; polymorphism;

coalescence; simulations; differentiation.
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INTRODUCTION

Many species are maintained in laboratory or in captivity for several purposes, such as
biological control, scientific research or conservation. This maintenance may imply changes
for the maintained species because rearing or laboratory conditions are generally different
from natural ones. First, environmental differences may exist between natural and
laboratory/captivity conditions, which must be adapted to suit with laboratory/captivity
constraints and correspond to the final objectives of maintenance. Laboratory/captivity
conditions are usually stable and controlled, without natural enemies, environmental
stochasticity and heterogeneity. Consequently, selection pressures may dramatically be
modified, some of them being relaxed and others magnified. This may have strong impact on
species features via a decrease of adaptation capacity, because of a reduced genetic variability
(Masel, King, and Maughan 2007) and via the adaptation to laboratory/captivity, resulting in
changes in behavior (Carducci and Jakob 2000; Kelley, Magurran, and Macias-Garcia 2005;
De Gregorio et al. 2013; but see Kuriwada et al. 2014). Second, the demography and the
dynamics of populations may also be disturbed in laboratory/captivity. For instance,
laboratory strains (defined as a sample of a natural population maintained for several
generations in the laboratory) are generally isolated from other laboratory strains or natural
populations: they are not integrated in a metapopulation dynamics and thus not prone to gene
flow. As a consequence, there is no natural input of genetic diversity once a strain or
population is established in the laboratory or in captivity, except by mutation. Only artificial
input of genetic diversity may exist and can be planned (for instance in the case of scientific
experiments or conservation programs) or fortuitous (in case of contaminations). Moreover,
the establishment and maintenance of laboratory strains and captive populations may provoke
founder effects and bottlenecks, reducing their genetic diversity and their effective size (Nei,
Maruyama, and Chakraborty 1975), i.e. the size that would have the population if it were at
mutation-drift equilibrium (Wright 1931). A limited number of individuals may generate
genetic drift that in turn reduces genetic variability and increase the probability of inbreeding
(Frankham 2005). This may have detrimental consequences on fitness (Reed and Frankham
2003) and on adaptive potential (Willi, Van Buskirk, and Hoffmann 2006), via mechanisms
such as inbreeding depression (Frankham and Ralls 1998; Woodworth et al. 2002) or fixation
of deleterious mutations.

Consequently, laboratory strains and captive populations evolve in particular

environmental and demographic conditions and several studies have thus investigated the
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consequences of these particularities by comparing laboratory strains and field samples
(Stuart and Gaugler 1996; Lanzaro et al. 1998; Barata et al. 2000; Fiumera, Parker, and Fuerst
2000; Norris et al. 2001; Stohler, Curtis, and Minchella 2004; Arias et al. 2005; Nowak et al.
2007; Coe et al. 2009; Bech et al. 2010; Ciosi, Masiga, and Turner 2014). A majority of these
studies demonstrated a loss of genetic diversity in laboratory strains compared to field
samples in several species such as, for example, human pathogens (Stohler, Curtis, and
Minchella 2004; Bech et al. 2010), vectors of diseases (Norris et al. 2001; Arias et al. 2005;
Ciosi, Masiga, and Turner 2014), endangered species (Fiumera, Parker, and Fuerst 2000) and
model organisms (insects in Nowak et al. 2007; fishes in Coe et al. 2009). Also, these studies
highlighted the implications of these differences on results of experimental tests such as
ecotoxicological tests (Barata et al. 2000; Nowak et al. 2007; Coe et al. 2009), control
techniques such as the sterile insect technique (Ciosi, Masiga, and Turner 2014) and trials of
vaccine efficacy (Stohler, Curtis, and Minchella 2004).

Focusing on laboratory maintenance, we were interested in the pinewood nematode
(PWN), Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & Buhrer, 1934; Nickle 1970; Nematoda:
Aphelenchoididae). It is an invasive species responsible of the pine wilt disease (Mamiya
1972, 1976; Futai 2013 for a review) and thus it is the subject of many studies worldwide.
Most studies on this species were performed on laboratory strains and many research
laboratories around the world possess their own for various reasons. First, it is a good
candidate for the maintenance of laboratory collection because (i) it is a small organism (less
than 1um), which requires limited space for storage of strains, (ii) it is easily grown in Petri
dishes on fungi (e.g. Botrytis cinerea) and (iii) it displays a short life cycle (4-5 days at 25°C),
resulting in a rapid population growth. Second, working with natural populations requires the
sampling of PWN in the wild which remains a difficult task because it is almost impossible to
detect infected trees by eye. Pieces of wood must first be sampled and then be subject to a
laborious protocol to determine nematode infection and extract individuals. Third, the PWN is
a species of strict quarantine concern, which precludes any experiment to be conducted in
natura in countries from which the pest has not been reported. Many studies were thus carried
out on laboratory strains of PWN: pathogenicity/virulence tests (Mota et al. 2006; Zhu et al.
2012), researches on control strategies (Oh et al. 2009), behavior/biology (Wang et al. 2005;
Son et al. 2010) and genetic studies (Tares et al. 1992; Mota et al. 2006; Valadas et al. 2012;
Figueiredo et al. 2013). Laboratory strains have often been established for a long time (up to
more than 20 years, corresponding to more than 500 generations in standard laboratory

conditions) but to our knowledge, little attention has been given to the genetic integrity or
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variability of these strains. Therefore, little is known about the level of genetic diversity of
laboratory strains compared to field samples of the PWN and about the genetic differentiation
that may exist between those categories of samples.

The purpose of this study was thus to compare the genetic variability and to measure
the level of differentiation between laboratory strains and field samples of PWN populations.
For this, we genotyped laboratory strains and natural samples originating from the native area,
i.e., North America, of this nematode, using 16 microsatellite markers previously

characterized in this species (Mallez et al. 2013).

MATERIAL AND METHODS

Natural life cycle and rearing conditions

In natura, the biological cycle of the PWN is complex and involves at least two partners: the
pine tree and the insect vector (Evans et al. 1996). The PWN and its vector are closely
associated and their life cycles closely match (Mamiya 1972), resulting for the PWN in
alternating periods of dispersion/transmission and reproduction into the tree. In laboratory, the
PWN is reared in Petri dishes on fungi (e.g., Botrytis cinerea) and its life cycle is thus
extremely simplified. The life cycle depends mainly on the rearing temperature, which
determines its duration (Mamiya 1975). It also relies on recurrent transplantation of
nematodes from old dishes to new ones, necessary to ensure resource availability and survival

of PWN strains for long-term maintenance.

Nematode samples and microsatellite loci genotyping

Twenty eight field samples and twelve laboratory strains of PWN from the native area were
analysed in this study. Their characteristics are listed in Table 1. All the field samples were
extracted from wood samples that were collected directly from field locations and were
grouped under the category “Field” for the analyses. Laboratory strains were aged from 5 to
30 years and were divided into two categories: “Recent” for laboratory strains aged 5 years or
less and “Old” for laboratory strains aged more than 20 years (see Table 1). No permission
was required to collect samples of PWN from the infested areas and we obtained an official

agreement from the French authorities (#2012060-0004) for the importation and manipulation
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of this quarantine organism at Institut Sophia Agrobiotech facilities. The DNA was extracted
by thermal shock and 16 microsatellite markers were amplified on single nematodes as
described in Mallez et al. (2013). Genotype scoring was performed using an ABI 3700
sequencer (Applied Biosystems) with the 500 LIZ™ GeneScan™ size standard (Applied

Biosystems) and Genemarker' ™ version 1.75 software (SoftGenetics LLC).

Data analysis

Description of the sample diversity and differentiation

For each sample, we determined the maximum (among loci) of the number of alleles per locus
(Max Na) detected over all loci, the mean number of alleles (Mean Na) per sample and the
mean expected heterozygosity (Mean He) per sample with Fstar version 2.9.3.2 (Goudet
2002). We also tested the hypothesis of uniform genotype frequencies between samples by
Fisher’s exact test (Raymond and Rousset 1995) implemented in Genepop (Rousset 2008). As
non-independent multiple tests were performed, sequential Bonferroni correction (Sokal and
Rohlf 1995) was carried out to adjust significance levels. We calculated Weir & Cockerham
estimates of Fst (Weir and Cockerham 1984) between samples, corrected for null alleles with
Freena (Chapuis and Estoup 2007) due to the presence of null alleles in some of the markers
(see Mallez & al., submitted). As Fst is dependent on the within-population variability
(Charlesworth 1998; Hedrick 1999; Jost 2008; Gerlach et al. 2010), we also calculated the Degt
(Jost 2008) to assess differentiation between samples, with the SMOGD software (Crawford
2010).

Comparisons between the “Field™, ““Recent” and “Old” categories
To compare the genetic diversity (Na and He) between the three categories defined above (i.e.
"Field", "Recent" and "Old") and the level of differentiation (corrected Fst and Deg) between
pairs of categories, we carried out two different types of tests depending on the available
number of observations per category. Permutation tests were used when the number of
observations was small in at least one category compared; Wilcoxon tests were used in other
comparisons. In permutation tests, random combinations of observed values are generated and
then are compared to the observed combination. In this study, all possible combinations were
used when feasible. It was not the case only for the comparison between differentiation within
“Field” vs. differentiation within “Recent” for which 200,000,000 permutations were used.

The difference between means observed in each category was computed and compared to the
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distribution of differences between means obtained from permutations to assess significance
of the permutation tests. All the comparisons were performed at the locus level and the
generalized Fisher method due to Lancaster (Chen 2011) was used for combining
probabilities from locus-level tests. All statistical analyses were performed with R version
3.0.1 (R Development Core Team 2012).

Finally, we built neighbour joining (NJ) trees (Saitou and Nei 1987) with PopuLaTion software
version 1.2.30 (http://bioinformatics.org/~tryphon/populations/), based on Cavalli-Sforza &
Edwards genetic distances (Cavalli-Sforza and Edwards 1967) with bootstraps on locus
obtained from 2,000 permutations and on genetic distances Cavalli-Sforza & Edwards
(Cavalli-Sforza and Edwards 1967) corrected for null alleles with Freena (Chapuis and
Estoup 2007), but for which bootstrap supports cannot be obtained with the available tools.

Simulation of the laboratory maintenance

The maintenance of strains requires transplanting nematodes from old Petri dishes to new
ones, resulting in the alternation of periods of inoculation and periods of growth/proliferation.
More precisely, in the laboratory, for each transplanting event, we inoculate new Petri dishes
with about 1,000-1,500 nematodes. After three weeks at 25°C, the new dishes exhibit well-
developed populations (more than hundreds of thousands nematodes) and are kept at 15°C for
approximately five months to slow down the growth of the PWN (1 generation in 12 days at
this temperature). Thus, two transplanting events are carried out each year for each strain in
collection. Using the coalescent theory (Nordborg 2007) and the DIYABC software version
2.0 (Cornuet et al. 2014), we simulated the effect of laboratory maintenance — genetic drift
due to limited population size of the PWN in Petri dishes — of a strain on its genetic diversity
(see Figure 1). In a few words, we simulated a laboratory strain that was sampled in the field
15 years ago. We then simulated samples taken from this laboratory strain each year to follow
the temporal dynamics of its genetic diversity. Here, we simulated genetic drift due to limited
effective population size thanks to the coalescence theory (Nordborg 2007). It allows the
simulation of a sample of gene copies subjected to coalescence (the merge of two or more
gene copies into a common ancestor backward in time), and mutation events (forward in time
once the coalescence topology is obtained). For each of the 16 microsatellite loci, the genetic
diversity of 50 diploid individuals (100 copies of genes per locus) sampled each year from the
collection strain (i.e., after two transplanting events) was simulated. Backward simulations of

each set of gene copy lineages encompassing a maximum of 15 years of genetic drift were
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performed to build 1,000 genetic data sets per condition. The mean number of alleles and the
mean expected heterozygosity (over the 16 microsatellite markers) was computed. Three
effective population sizes were used for the simulations: Ni, the effective population size in
the field; Np, the effective population size at inoculation and Ng, the effective population size
during PWN growth in Petri dishes (see Figure 1). Given the exponential growth of PWN, the
period of inoculation was thought to be quite short and was estimated to last 2 generations
(between 8-10 days). The period of proliferation/growth was fixed to 16 generations
completing one event of transplanting (just over 5 months, taking into account the change in
temperature). The distribution of Ni was chosen to match the genetic diversity encountered in
the field (see Table 1) and corresponded to a log-uniform distribution between 10-1,000. As
described earlier, we transplant about 1,000-1,500 individuals and the population size reaches
hundreds of thousands individuals. Consequently, for the two other effective population sizes
(Np and Ng), uniform distributions with different ranges of values were tested in order to use
a large scale of genetic drift intensity: [10-50] and [100-500] for Np; and [100-500], [1,000-
5,000] and [10,000-50,000] for Ng. It is worth noting that the effective population size is
normally lower than the census population size because it is the size that would have an ideal
population at equilibrium in which genetic drift and mutation would result in the observed
genetic variability (Wright 1931). We used a generalized stepwise mutation model to simulate
mutations at the microsatellite markers in a forward process (Estoup, Jarne, and Cornuet
2002) and with the default mutation parameters in DIYABC version 2.0 (Cornuet et al. 2014).
We finally explored the impact of rearing accidents that may occur during long-term
maintenance on the genetic diversity of a strain. For that, we simulated a drastic reduction in
Np, i.e. uniform distribution between 2 and 10 during 6 generations, to represent a problem

during one transplanting event.

RESULTS

Description of the sample diversity and differentiation

The level of genetic diversity was heterogeneous among “Field” samples. The mean Na per
sample ranged from 1.25 (in NE23) to 3.94 (in KS1) and the mean He ranged from 0.07 (in
NE23 and in NE24) to 0.46 (in KS1, see Table 1). In laboratory strains, the level of genetic

diversity was more homogeneous within the “Recent” and the “Old” categories: the mean Na
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per strains ranged from 1 (in US9) to 3.69 (in USDES) and the mean He ranged from 0 (in
US9) to 0.35 (in USDES), with the “Recent” strains regrouping the higher values (see Table
1). A maximum number of 5 or more alleles was found in 15 out of the 28 “Field” samples
(with a maximum of 10 alleles in KS1) and in all “Recent” strains (with a maximum of 7
alleles in USDES). All the “Old” strains displayed less than 4 alleles (with 4 alleles found in
US2, BC and St William; see Table 1).

Overall, the samples were significantly genetically differentiated (Fisher's exact test, p < 107).
Only one test between two “Field” samples was only marginally significant after correction
(NC2 vs GAA4, Fisher's exact test, p = 0.0493). The estimates of Fst corrected (or not, data not
shown) for null alleles reached very high values and ranged from 0.018 (NC2 vs USDES) to
0.933 (US9 vs Q52A; for more details see Table S1). The D¢ reached also very high values
and ranged from 0.002 (NC2 vs USDES) to 0.875 (US10 vs NE24; for more details see Table
S1).

Comparison between ""Field", ""Recent™ and ""Old"" categories

We observed significant differences in mean Na and mean He between the three categories
(see Figure 2). As expected, the "Old" category was less diversified than the "Field" category
according to the mean Na (one-sided permutation tests with 30,260,340 combinations,
Lancaster procedure, mean Na “Old” = 1.51 vs mean Na “Field” = 2.23, p < 10"°) and the
mean He (one-sided permutation tests with 30,260,340 combinations, Lancaster procedure,
mean He “Old” = 0.13 vs mean He “Field” = 0.27, p < 10™°). The "Recent" category also
exhibited a mean Na (one-sided permutation tests with 495 combinations, Lancaster
procedure, mean Na “Recent” = 2.69 vs mean Na “Old” = 1.51, p < 10"°) and a mean He
(one-sided permutation tests with 495 combinations, Lancaster procedure, mean He “Recent”
= 0.31 vs mean He “Old” = 0.13, p < 10™') significantly higher than the “Old” category.
Surprisingly, the mean Na and the mean He of the "Recent" category appeared to be slightly
larger than those of the "Field" category for most markers (see Figure 2). These differences
were globally significant for both mean Na (one-sided permutation tests with 35960
combinations, Lancaster procedure, mean Na “Recent” = 2.69 vs mean Na “Field’= 2.23, p =
4.84x107) and mean He (one-sided permutation tests with 35960 combinations, Lancaster
procedure, mean He “Recent” = 0.31 vs mean He “Field” = 0.27, p = 0.009).

We observed significant differences of levels of differentiation between pairs of categories

and within each category with the corrected estimate of Fst and the Deg; (see Figures 3 and 4).
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The differentiation between "Field" and "Old" was significantly larger than the differentiation
between "Field" and "Recent" categories for the two statistics (one-sided Wilcoxon tests,
Lancaster procedure, Fst = 0.45 and 0.16 and Deg; = 0.52 and 0.23 for “Field-Old” and “Field-
Recent” comparisons respectively, p < 107'%). Similarly, the differentiation between "Recent"
and "OId" categories was significantly larger than between "Field" and "Recent" categories
for the two statistics (one-sided Wilcoxon tests, Lancaster procedure, Fst = 0.40 and 0.16 and
Dest = 0.49 and 0.23 for “Recent-Old” and “Field-Recent” comparisons respectively, p < 10
19). The differentiation between "Field" and “Old” categories was also significantly larger
than between “Recent” and “Old” categories for the corrected estimate of Fst (one-sided
Wilcoxon tests, Lancaster procedure, “Field-Old” = 0.45 vs “Recent-Old” = 0.40, p = 1079
but there was no significant difference observed with the Deg (two-sided Wilcoxon tests,
Lancaster procedure, “Field-Old” = 0.52 vs “Recent-Old” = 0.49, p = 0.57). Within each
category, the "Old" one exhibited the largest level of differentiation compared to the "Field"
(one-sided Wilcoxon tests, Lancaster procedure, Fst = 0.52 and 0.19 and Deg;= 0.58 and 0.25
for “Old” and “Field” comparisons respectively, p < 10"°) and the "Recent" (one-sided
permutation tests with 1,344,904 combinations, Lancaster procedure, Fst = 0.52 and 0.07 and
Dest = 0.58 and 0.11 for “Old” and “Recent” comparisons respectively, p < 10™'%) categories
for the corrected estimate of Fstand for the Deg. The level of differentiation within the "Field"
category was significantly larger than within the "Recent" category (one-sided permutation
tests with 200,000,000 permutations, Lancaster procedure, Fst = 0.19 and 0.07 and Deg; = 0.25
and 0.11 for “Field” and “Recent” comparisons respectively, p < 10™%).

Finally, in the NJ trees, we observed that the majority of the "Old" strains were more distant
from the other samples than the "Recent" strains (one-sided Wilcoxon test applied on the
pairwise Cavalli-Sforza & Edward distances, p < 10"°), which were all grouped with the

"Field" samples (see Figure S1).
Simulation of the laboratory maintenance

We simulated the collection transplanting protocol using different combinations of
distributions for Np and Ng to evaluate their effects on the genetic diversity of the strain in
collection (see Figures 6A and 6B). We observed that only one combination resulted in a
stable genetic diversity along collection maintenance, of the same order of magnitude as that
of the field. This combination corresponded to a mean Np of 30 (unif [10-50]) and a mean Ng

of 300 (unif [100-500]). All the other combinations resulted in an increase in genetic diversity
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compared to the field. The increase was even more important when the distributions of the
parameters included the largest values. Also, we observed that the differences were more
pronounced between different Np (for the same Ng) than between different Ng (for the same
Np). In other words, a reduction in Np (for constant Ng) resulted in a larger reduction of the
genetic diversity than a reduction in Ng (for constant Np). We observed that rearing accidents
have an important effect by dramatically reducing the genetic diversity, either the mean
number of alleles or the mean expected heterozygosity. The genetic diversity did not recover

completely after the accident and remained lower than that without accident (see Figure 5).

DISCUSSION

In this study, we compared field samples and laboratory strains based on their genetic
diversity and their level of differentiation to evaluate if and to what extent laboratory strains
are genetically different from natural populations. It appeared that the laboratory strains were
significantly different from the field samples for these two aspects. However, the relationship
between the extent of genetic differences and the duration of the maintenance in collection
was not straightforward.

The genetic diversity comparisons gave variable results depending on the age of the
laboratory strains. The “Old” strains (more than 20 years in collection) appeared significantly
less genetically diversified than “Field” samples for both Na and He, as already observed in
previous studies on other biological models (Stohler, Curtis, and Minchella 2004; Nowak et
al. 2007; Coe et al. 2009). In contrast and surprisingly, the “Recent” strains (5 years or less in
collection) appeared significantly more genetically diversified than “Field” samples for both
Na and He. Considering the large variance of the genetic diversity found in the field, one
might assume that all the “Old” strains were originally less genetically diversified and be part
of the lower range encountered in the field, and inversely for the “Recent” strains. However,
assuming that all samples were collected randomly, this would very unlikely lead to
statistically significant results. In addition, the coalescent simulations corroborated the
increased genetic diversity in “Recent” strains compared to “Field” samples, thus raising two
questions:

(1) How to explain that the setting in collection tends to increase the genetic diversity in PWN

strains?
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(i1)) Why, in this case, did the “Old”strains appear to be less genetically diversified than the
“Field” samples and a fortiori than the “Recent” strains?

Concerning the first question, several hypotheses may be proposed to explain why genetic
diversity tends to increase in the first years of collection. Here, it is important to remember
that genetic diversity depends on the effective population size (Wright 1931). At mutation
drift equilibrium, the genetic diversity is positively linked to theta, the product of the mutation
rate and the effective population size. The life cycle of the PWN is complex in natura (Futai
2013) where the nematode must overcome several demographic challenges to reproduce and
propagate, that go through low population size. These challenges do not exist anymore in
laboratory where the PWN grows only on fungus in a controlled environment that allows very
large census population sizes. The artificial simplification of the life cycle may thus limit the
occurrence of demographic bottlenecks and lower the impact of the genetic drift, which is
predominant in the field, as demonstrated by Mallez et al. (submitted). In line with this
simplification, it is thus probable that the effective population sizes are larger in the laboratory
than in the field and thus may account for an increase of genetic diversity. It is noteworthy
that the only population size parameters (Np and Ng) keeping the genetic diversity constant,
i.e. at a level equivalent to that of the field, are very small. They are unrealistic compared to
the census population sizes that are routinely reached by in laboratory strains (more than
hundreds of thousands individuals). The Petri dishes, where the PWN is reared, finally
constitute very favorable environments. They are spatially smaller compared to the tree,
allowing the nematodes to mix and reproduce all together more easily, avoiding problems of
mate limitation.

The extremely low genetic diversity detected in "Old" strains and the absence of significant
difference between different samples from the same strain (i.e., 2 sampling points separated
by 15 years, data not shown) contradict the results of the simulations and raise the second
question mentioned above. The most likely hypothesis to explain this discrepancy is the
occurrence of collection accidents (e.g., invasion of the strains by mites, falls of Petri dishes,
problems in the control of incubator temperature...), which may suddenly and dramatically
reduce the effective size of strains. These accidents are probably occurring and may even be
recurrent when the collection maintenance is long. Simulations agree with this hypothesis and
illustrate the impact of accidents on the genetic diversity of a strain. Moreover, they show that
inoculation periods represent very crucial steps, which have the most pronounced influence on

the genetic diversity: lowering Np dramatically reduced the genetic diversity.
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Besides the level of genetic diversity, the levels of genetic differentiation appeared
also different between laboratory strains and field samples. The corrected estimate of Fst and
the Dest gave in most cases concordant results. The genetic differentiation between "Field" and
"OId" and between "Recent" and "OId" were significantly larger than the differentiation
between "Field" and "Recent". Then, the level of differentiation within the "OId" category
was also significantly higher than within the "Field" and the "Recent" categories. The level of
genetic differentiation between samples thus appears positively correlated with the duration of
laboratory maintenance: the older the laboratory rearing of a strain, the larger the
differentiation with whatever other samples. This can be explained by the genetic drift
coupled with the absence of gene flow due to the confinement of the laboratory strains, as
suggested by Simdes et al. (2010). Different strains can move toward fixation of different
alleles because genetic drift is a random phenomenon. Moreover, this phenomenon is more
pronounced in confined and isolated populations, where the genetic drift is not compensated
by migration, thereby increasing the differentiation between different laboratory strains and
between laboratory strains and natural populations.

However, further investigations are needed to clarify the results obtained in this study.
Although we simulated the temporal dynamics of a PWN strain genetic diversity, we analysed
real strains from a single sampling point only. Consequently, we have no information about
the stability or temporal fluctuation of genetic diversity along the collection maintenance. An
experimental monitoring of laboratory strains from their establishment to their maintenance in
the long term, as carried out for another species of worms in Bech et al. (2010), would be of
precious help to disentangle the sense of the collection effect in B. xylophilus and determine
how the genetic diversity evolves during collection maintenance.

Working with neutral markers, we could only reveal global genetic features of
laboratory strains during laboratory maintenance compared to natural populations. Indeed, the
use of microsatellite markers gives insights into the global variability of entire genomes that
mostly depends on demographic factors (e.g., effective population sizes, gene flow, although
reproduction mode or mutation rate may also have an impact). Importantly, it does not give
access to the genetic variability of particular genomic regions that may be the target of
specific selection pressures. Although differences in global genomic variability may reflect
global differences in the capacity to adapt or to respond to environmental stress or pressures
(Reed and Frankham 2003; but see Hoffman, Forcada, and Amos 2006; Willi, Van Buskirk,
and Hoffmann 2006; Dlugosch and Parker 2008), our study is facing the problem of the

representativeness of the results, as already addressed in other studies (Stohler, Curtis, and
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Minchella 2004; Nowak et al. 2007; Coe et al. 2009; Ciosi, Masiga, and Turner 2014). Stuart
and Gaugler (1996) highlighted the problem of the adaptation to laboratory conditions in the
entomopathogenic nematode species Steinernema glaseri and its consequences on life-history
traits, such as the level of infectivity, the reproductive potential or the sex-ratio. Indeed, the
selection pressures may completely change in laboratory compared to natural conditions and
it is reasonable to expect that selection will act differently and favour different traits in
laboratory. This may be particularly true for the PWN, where strains are reared on fungi and
its life cycle in laboratory is completely different from what occurs in natural conditions. The
complex life cycle of the PWN (Futai 2013 for a review) is not identically reproduced in
laboratory and this can generate differences, other than the level of genetic diversity. Further
studies trying to document this aspect of laboratory maintenance on the PWN life-history
traits are needed to precisely evaluate the value of PWN laboratory strains for experimental
purposes.

As a conclusion, our results illustrate the differences that may exist between laboratory
strains and natural populations of PWN. It is thus very important to genetically characterise
the samples before their setting in collection because it provides useful information to tune the
transplanting protocol. Maintaining a constant genetic diversity (at the level of the field) in
collection is possible but implies a special attention to the parameters of the transplanting, i.e.
the effective population sizes. Laboratory collections may constitute very useful tools
(Frankham 1999; Houle and Rowe 2003), mostly when obtaining/manipulating samples from
the field is difficult. However, it is crucial to keep in mind that their use may not be
appropriate for all scientific questions. Results must always be interpreted with caution when
obtained from laboratory strains and the relevance of their extrapolation to natural populations

must be carefully evaluated.
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Table 1: Characteristics of the field samples and laboratory strains of PWN used in this study.

Code  Category Cion Origin ndividuals | Na Na e
MO1 Field - USA - Missouri 31 3,25 8 0,33
MO2 Field - USA - Missouri 23 338 7 0,36
NE1 Field - USA - Nebraska 16 2,00 4 0,20
NE2 Field - USA - Nebraska 15 1,81 4 0,21
NES5 Field - USA - Nebraska 14 1,94 5 0,21
NE6 Field - USA - Nebraska 21 1,38 2 0,18
NE9 Field - USA - Nebraska 29 2,63 5 0,31
NE10 Field - USA - Nebraska 26 1,75 4 0,19
NE12 Field - USA - Nebraska 28 1,50 3 0,5
NE13b Field - USA - Nebraska 19 2,38 5 0,28
NE14 Field - USA - Nebraska 28 1,69 3 0,24
NE15 Field - USA - Nebraska 23 2,25 5 0,22
NE19 Field - USA - Nebraska 16 1,81 3 0,23
NE22 Field - USA - Nebraska 17 2,00 5 0,28
NE23 Field - USA - Nebraska 25 1,25 2 0,07
NE24 Field - USA - Nebraska 19 1,31 2 0,07
VvI9 Field - USA - Virginia 22 1,50 3 0,6
VI10 Field - USA - Virginia 19 2,69 7 0,30
MA1 Field - USA - Massachusetts 19 1,50 2 0,14
NC1 Field - USA - North Carolina 12 2,81 6 0,38
NC2 Field - USA - North Carolina 23 3,13 7 0,36
NY1 Field - USA - New York 10 2,31 5 0,36
GAl Field - USA - Georgia 7 1,94 4 0,26
GA2 Field - USA - Georgia 20 263 6 034
GA3 Field - USA - Georgia 8 2,75 6 0,40
GA4 Field - USA - Georgia 15 2,69 5 040
KS1 Field - USA - Kansas 17 394 10 0,46
Boylston Field - USA - Mississippi 32 2,19 4 035
Us2 Old 30 USA - Vermont 30 1,94 4 0,22
uUs9 Old 26 USA - Arizona 25 1 1 -

US10 Old 26 USA - Minnesota 26 1,88 3 0,19
USA345 Recent 5 USA 24 2,38 5 0,28
USA618 Recent 5 USA 25 250 5 0,34
USA745 Recent 5 USA 27 2,19 5 0,26
USDES5S Recent 2 USA 27 3,69 7 0,35
Alberta Old 21 Canada - Alberta 21 1,50 3 0,14
BC Old 24 Canada - British Columbia 30 1,44 4 0,15
Q52A Old 24 Canada - Quebec 28 1,31 2 0,10
St John Old 24 Canada - New Brunswick 23 1,63 30,13
St William Old 24 Canada - Ontario 30 1,44 4 0,13

Note: The duration in collection is given in year and is not applicable for field samples. Mean
Na is the mean number of alleles per sample, Max Na is the maximum number of alleles
detected perlocus in each sample and Mean He is the mean expected heterozygosity per
sample.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Scenario of the collection maintenance of PWN, i.e., transplanting protocol,
simulated during 15 years with the DIYABC software version 2.0 (Cornuet et al. 2014).
Ni: effective population size in the field; Np: effective population size in the inoculation
periods and Ng: effective population size in the population growth periods. Each year (i.e.,
after two transplanting events), a sampling was performed to assess the genetic diversity of

the simulated sample along the collection maintenance.

Figure 2. Genetic diversity per locus within each category of PWN: “Field”, “Recent” and
“Old”. (A) Mean number of alleles (= SE) and (B) mean expected heterozygosity (= SE).
“Field” corresponded to field samples, “Recent” to laboratory strains aged 5 years or less and

“Old” to laboratory strains aged more than 20 years

Figure 3. Differentiation per locus between each pair of categories of PWN: “Field-Recent”,
“Field-Old” and “Recent-Old”. (A) Corrected estimate of Fst (+ SE) and (B) Dest (+ SE).
“Field” corresponded to field samples, “Recent” to laboratory strains aged 5 years or less and

“Old” to laboratory strains aged more than 20 years.

Figure 4. Differentiation per locus within each category of PWN: “Field”, “Recent” and
“0Old”. (A) Corrected estimate of Fst (= SE) and (B) Dest (= SE). “Field” corresponded to
field samples, “Recent” to laboratory strains aged 5 years or less and “Old” to laboratory

strains aged more than 20 years.

Figure 5. Genetic diversity as a function of time spent in collection, obtained from the
simulations of the maintenance protocol of PWN. (A) Mean number of alleles and (B) mean
expected heterozygosity, both computed over 1,000 observations. Np: effective size in the
inoculation periods and Ng: effective size in the population growth periods. Uniform
distributions were used with different ranges of values for both Np and Ng, as shown in the
legend (for more details see Material and Methods). The impact of an accident (a drastic
reduction in effective population size after 270 generations in collection) on the genetic

diversity was also shown.
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SUPPORTING INFORMATION

Table S1. Differentiation between each pair of field samples and laboratory strains of PWN.
Below the diagonal, pairwise Weir & Cockerham estimates of Fst (Weir & Cockerham 1984),
corrected for null alleles, obtained with Freena (Chapuis & Estoup 2007). Above the
diagonal, Degt of Jost (2008) obtained with SMOGD (Crawford 2010).

Figure S1. NJ tree with the three categories of PWN samples/strains: “Field”, “Recent” and
“Old”. (A) Distances of Cavalli-Sforza & Edwards (Cavalli-Sforza & Edwards 1967), with
bootstrap (on locus) values calculated over 2,000 replications given as percentages (only
values > 20% are shown). (B) Distances of Cavalli-Sforza & Edwards (Cavalli-Sforza &
Edwards 1967) corrected for null alleles, obtained with Freena (Chapuis & Estoup 2007). The

"Recent" strains and the "OIld" strains were highlighted in green and orange, respectively.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Table S1

MO1 MO2 NE1 NE2 NE5 NE6 NE9 NE10 NE12 NE13b NE14 NE15 NEI19 NE22 NE23 NE24 Vi9 VII0 MA1 NC1 NC2 NY1 GA1 GA2 GA3 GA4 KS1 Boylston US2 US9 US10 USA345 USA618 USA745 USDES Alberta BC Q52A Stlohn StWilliam

MO1 0.020 0.085 0.059 0.088 0.059 0.062 0.102 0.095 0.032 0.060 0.099 0.060 0.056 0.106 0.150 0.096 0.048 0.161 0.056 0.054 0.136 0.080 0.057 0.044 0.048 0.080 0.197 0.074 0.153 0.657 0.058 0.053 0.084 0.034 0.313 0.244 0.499 0.309 0.264
MO2  0.065 0.078 0.047 0.069 0.077 0.057 0.084 0.124 0.053 0.056 0.077 0.031 0.063 0.094 0.144 0.083 0.048 0.128 0.031 0.017 0.095 0.042 0.049 0.020 0.043 0.060 0.209 0.080 0.121 0.664 0.063 0.064 0.081 0.015 0.269 0.215 0.535 0.298  0.241
NE1  0.293 0.266 0.029 0.008 0.018 0.024 0.014 0.104 0.048 0.033 0.018 0.056 0.043 0.043 0.094 0.087 0.103 0.207 0.103 0.065 0.118 0.086 0.079 0.069 0.077 0.159 0.306 0.176 0.130 0.658 0.064 0.063 0.065 0.069 0.273 0.186 0.626 0.212  0.206
NE2  0.245 0.194 0.188 0.012 0.029 0.020 0.034 0.119 0.045 0.043 0.042 0.071 0.016 0.046 0.127 0.092 0.091 0.191 0.087 0.071 0.119 0.079 0.091 0.071 0.083 0.122 0.309 0.143 0.083 0.677 0.061 0.065 0.075 0.066 0.293 0.197 0.616 0.199  0.218
NE5  0.278 0.240 0.120 0.145 0.017 0.013 0.004 0.093 0.040 0.010 0.024 0.051 0.018 0.029 0.071 0.077 0.084 0.186 0.117 0.074 0.134 0.069 0.081 0.075 0.083 0.159 0.333 0.167 0.099 0.666 0.069 0.067 0.076 0.074 0.353 0.176 0.641 0.234  0.204
NE6  0.274 0.257 0.168 0.161 0.141 0.016 0.028 0.070 0.031 0.023 0.059 0.084 0.038 0.054 0.113 0.105 0.086 0.155 0.105 0.098 0.191 0.098 0.074 0.096 0.101 0.173 0.320 0.129 0.117 0.666 0.092 0.100 0.111 0.093 0.376 0.251 0.570 0.290 0.264
NE9  0.226 0.194 0.140 0.108 0.087 0.137 0.020 0.080 0.026 0.021 0.035 0.079 0.030 0.071 0.136 0.108 0.090 0.202 0.091 0.085 0.169 0.103 0.098 0.096 0.077 0.139 0.325 0.128 0.119 0.635 0.100 0.099 0.109 0.070 0.416 0.231 0.597 0.277 0.254
NE10 0.327 0.291 0.180 0.250 0.086 0.278 0.153 0.105 0.033 0.022 0.018 0.066 0.052 0.039 0.080 0.061 0.084 0.189 0.119 0.075 0.132 0.107 0.082 0.107 0.082 0.174 0.294 0.184 0.131 0.717 0.102 0.090 0.112 0.058 0.362 0.176 0.682 0.260  0.220
NE12  0.387 0.402 0.493 0.500 0.475 0.502 0.411 0.521 0.043 0.089 0.140 0.094 0.104 0.116 0.192 0.251 0.150 0.175 0.190 0.176 0.223 0.101 0.178 0.171 0.169 0.215 0.272 0.103 0.200 0.697 0.144 0.155 0.122 0.156 0.436 0.377 0.542 0.438  0.400
NE13b 0.175 0.172 0.221 0.235 0.188 0.239 0.116 0.186 0.287 0.018 0.047 0.081 0.030 0.084 0.127 0.107 0.062 0.174 0.060 0.057 0.144 0.112 0.086 0.067 0.050 0.122 0.262 0.086 0.168 0.672 0.082 0.065 0.120 0.048 0.386 0.262 0.554 0.343  0.302
NE14  0.220 0.196 0.227 0.188 0.154 0.153 0.108 0.212 0.424 0.118 0.040 0.083 0.025 0.053 0.104 0.042 0.056 0.152 0.061 0.054 0.125 0.078 0.077 0.075 0.064 0.120 0.306 0.079 0.111 0.619 0.073 0.076 0.087 0.052 0.367 0.219 0.495 0.277 0.242
NE15  0.311 0.263 0.235 0.245 0.195 0.365 0.166 0.150 0.595 0.225 0.273 0.052 0.063 0.077 0.117 0.075 0.069 0.166 0.081 0.061 0.098 0.100 0.080 0.078 0.083 0.164 0.313 0.164 0.170 0.682 0.072 0.063 0.081 0.054 0.322 0.133 0.656 0.223  0.173
NE19 0.192 0.150 0.319 0.311 0.292 0.381 0.290 0.341 0.439 0.242 0.322 0.353 0.064 0.060 0.091 0.108 0.098 0.147 0.099 0.044 0.147 0.045 0.067 0.045 0.080 0.153 0.222 0.128 0.128 0.720 0.069 0.080 0.077 0.046 0.233 0.207 0.551 0.285  0.219
NE22  0.249 0.214 0.216 0.110 0.175 0.197 0.121 0.279 0.401 0.187 0.135 0.291 0.306 0.080 0.156 0.100 0.090 0.186 0.063 0.056 0.126 0.087 0.091 0.075 0.063 0.148 0.319 0.133 0.114 0.632 0.069 0.063 0.081 0.074 0.296 0.250 0.557 0.257 0.264
NE23  0.413 0.390 0.505 0.447 0.411 0.503 0.430 0.422 0.662 0.469 0.416 0.569 0.480 0.476 0.021 0.085 0.096 0.195 0.134 0.089 0.166 0.108 0.084 0.089 0.110 0.205 0.242 0.232 0.094 0.864 0.097 0.096 0.114 0.072 0.266 0.263 0.729 0.261  0.273
NE24  0.498 0.504 0.623 0.641 0.567 0.632 0.500 0.547 0.695 0.554 0.543 0.608 0.573 0.611 0.594 0.133 0.157 0.267 0.176 0.128 0.215 0.156 0.099 0.101 0.143 0.237 0.298 0.305 0.187 0.875 0.169 0.163 0.201 0.113 0.295 0.259 0.739 0.299 0.276
Vi9  0.333 0.307 0.508 0.474 0.483 0.505 0.398 0.462 0.683 0.448 0.347 0.452 0.491 0.441 0.576 0.711 0.064 0.136 0.070 0.048 0.122 0.082 0.079 0.080 0.073 0.174 0.270 0.136 0.138 0.607 0.083 0.091 0.107 0.050 0.311 0.198 0.574 0.236  0.219
VI10  0.132 0.109 0.333 0.301 0.287 0.328 0.251 0.321 0.456 0.219 0.216 0.266 0.283 0.285 0.474 0.570 0.317 0.087 0.037 0.041 0.096 0.081 0.054 0.036 0.054 0.111 0.231 0.083 0.180 0.715 0.058 0.049 0.074 0.028 0.343 0.217 0.581 0.295 0.266
MA1  0.427 0.387 0.596 0.553 0.582 0.567 0.482 0.609 0.611 0.502 0.487 0.598 0.541 0.510 0.715 0.759 0.604 0.378 0.131 0.126 0.182 0.148 0.131 0.160 0.186 0.229 0.231 0.116 0.277 0.760 0.099 0.109 0.120 0.133 0.353 0.301 0.660 0.298  0.328
NC1  0.126 0.074 0.305 0.238 0.309 0.317 0.206 0.363 0.475 0.215 0.213 0.281 0.270 0.217 0.472 0.524 0.325 0.118 0.405 0.010 0.078 0.097 0.024 0.019 0.066 0.080 0.261 0.095 0.194 0.679 0.077 0.076 0.100 0.026 0.275 0.212 0.583 0.251  0.255
NC2  0.112 0.055 0.253 0.221 0.243 0.280 0.215 0.277 0.427 0.194 0.185 0.225 0.167 0.205 0.391 0.474 0.257 0.094 0.379 0.057 0.070 0.045 0.035 0.003 0.028 0.064 0.222 0.096 0.165 0.684 0.052 0.053 0.069 0.002 0.233 0.168 0.583 0.242  0.205
NY1  0.258 0.217 0.367 0.355 0.342 0.432 0.317 0.376 0.525 0.301 0.323 0.319 0.310 0.311 0.580 0.589 0.418 0.236 0.474 0.198 0.157 0.083 0.109 0.054 0.098 0.134 0.262 0.223 0.215 0.721 0.073 0.057 0.053 0.064 0.275 0.187 0.676 0.224  0.242
GA1  0.207 0.145 0.387 0.330 0.323 0.397 0.296 0.407 0.521 0.313 0.280 0.377 0.225 0.297 0.579 0.668 0.449 0.229 0.540 0.224 0.129 0.248 0.094 0.050 0.083 0.111 0.258 0.099 0.144 0.604 0.060 0.057 0.045 0.058 0.327 0.158 0.463 0.284  0.182
GA2  0.136 0.101 0.265 0.257 0.254 0.283 0.232 0.298 0.460 0.239 0.255 0.265 0.217 0.266 0.387 0.429 0.334 0.157 0.414 0.106 0.092 0.242 0.230 0.010 0.050 0.109 0.237 0.145 0.155 0.748 0.106 0.096 0.118 0.021 0.285 0.161 0.663 0.216  0.187
GA3  0.112 0.084 0.279 0.269 0.281 0.333 0.247 0.340 0.458 0.217 0.245 0.285 0.182 0.252 0.504 0.507 0.356 0.123 0.441 0.072 0.028 0.131 0.135 0.053 0.010 0.049 0.205 0.127 0.182 0.675 0.044 0.039 0.059 0.005 0.233 0.156 0.566 0.209  0.191
GA4  0.085 0.092 0.263 0.257 0.256 0.300 0.202 0.291 0.435 0.176 0.205 0.254 0.203 0.230 0.432 0.486 0.308 0.120 0.441 0.113 0.064 0.165 0.185 0.094 0.045 0.072 0.201 0.134 0.156 0.597 0.074 0.071 0.099 0.022 0.302 0.181 0.550 0.247  0.203
KS1 ~ 0.236 0.217 0.357 0.314 0.332 0.385 0.295 0.384 0.448 0.287 0.302 0.355 0.299 0.284 0.502 0.510 0.424 0.252 0.430 0.207 0.192 0.211 0.208 0.228 0.133 0.183 0.143 0.180 0.269 0.652 0.137 0.103 0.124 0.052 0.273 0.150 0.506 0.177  0.168
Boylston 0.338 0.334 0.477 0.452 0.464 0.497 0.426 0.493 0.492 0.403 0.448 0.504 0.396 0.428 0.537 0.558 0.520 0.369 0.467 0.350 0.323 0.360 0.395 0.344 0.294 0.301 0.233 0.303 0.372 0.752 0.241 0.237 0.253 0.205 0.289 0.284 0.527 0.266  0.275
US2  0.246 0.238 0.482 0.443 0.506 0.471 0.364 0.541 0.522 0.345 0.373 0.516 0.447 0.422 0.685 0.719 0.548 0.284 0.495 0.266 0.289 0.453 0.421 0.341 0.351 0.310 0.367 0.477 0.201 0.650 0.131 0.132 0.150 0.105 0.519 0.358 0.416 0.442  0.390
US9  0.602 0.580 0.798 0.730 0.767 0.765 0.594 0.744 0.825 0.715 0.651 0.770 0.736 0.686 0.854 0.929 0.821 0.708 0.863 0.704 0.633 0.775 0.840 0.629 0.787 0.642 0.649 0.682 0.781 0.708 0.107 0.141 0.123 0.143 0.398 0.334 0.559 0.380 0.317
US10 0.679 0.689 0.762 0.753 0.756 0.774 0.697 0.778 0.794 0.725 0.727 0.777 0.739 0.728 0.846 0.838 0.788 0.727 0.791 0.703 0.691 0.710 0.744 0.701 0.699 0.661 0.629 0.681 0.751 0.887 0.680 0.685 0.670 0.699 0.643 0.489 0.182 0.568  0.460
USA345 0.227 0.203 0.342 0.271 0.318 0.345 0.294 0.395 0.519 0.316 0.289 0.342 0.300 0.283 0.466 0.596 0.397 0.195 0.423 0.225 0.179 0.245 0.236 0.271 0.173 0.220 0.281 0.416 0.419 0.631 0.731 0.004 0.005 0.068 0.258 0.217 0.572 0.205 0.231
USA618 0.164 0.142 0.270 0.234 0.243 0.293 0.229 0.308 0.448 0.241 0.242 0.245 0.242 0.231 0.406 0.524 0.349 0.134 0.368 0.165 0.124 0.173 0.183 0.195 0.119 0.154 0.220 0.364 0.345 0.583 0.691 0.032 0.009 0.061 0.278 0.203 0.588 0.224  0.229
USA745 0.262 0.240 0.347 0.319 0.332 0.389 0.319 0.405 0.509 0.344 0.325 0.353 0.305 0.291 0.512 0.614 0.440 0.236 0.467 0.271 0.197 0.232 0.227 0.293 0.195 0.241 0.280 0.431 0.444 0.638 0.730 0.040  0.049 0.078 0.256 0.203 0.558 0.200  0.219
USDE5 0.091 0.053 0.263 0.234 0.241 0.289 0.223 0.248 0.411 0.165 0.186 0.211 0.161 0.230 0.350 0.451 0.252 0.081 0.380 0.076 0.019 0.169 0.158 0.079 0.051 0.058 0.199 0.324 0.283 0.569 0.682 0.199 0.137 0.216 0.240 0.167 0.579 0.255 0.214
Alberta 0.585 0.579 0.700 0.672 0.721 0.735 0.643 0.717 0.758 0.677 0.670 0.708 0.649 0.662 0.789 0.800 0.737 0.644 0.741 0.581 0.552 0.619 0.688 0.581 0.571 0.570 0.482 0.537 0.742 0.896 0.789 0.613 0.569 0.619 0.541 0.258 0.476 0.198  0.250
BC 0.573 0.568 0.644 0.618 0.639 0.687 0.570 0.640 0.752 0.637 0.614 0.617 0.648 0.625 0.769 0.767 0.693 0.604 0.732 0.576 0.533 0.569 0.606 0.527 0.538 0.531 0.414 0.553 0.709 0.861 0.772 0.595 0.537 0.591 0.525 0.717 0.466 0.036  0.006
Q52A  0.703 0.726 0.816 0.810 0.827 0.822 0.738 0.824 0.830 0.773 0.761 0.825 0.797 0.781 0.888 0.894 0.846 0.770 0.846 0.756 0.728 0.784 0.810 0.747 0.773 0.722 0.660 0.690 0.780 0.933 0.726 0.768 0.728 0.765 0.710 0.828 0.820 0.534  0.480
StJohn 0.594 0.591 0.668 0.633 0.682 0.711 0.591 0.684 0.771 0.666 0.644 0.659 0.674 0.634 0.779 0.801 0.721 0.640 0.735 0.585 0.559 0.592 0.676 0.547 0.568 0.562 0.434 0.542 0.732 0.894 0.789 0.591 0.550 0.592 0.556 0.694 0.377 0.842 0.024

StWilliam 0.594 0.595 0.678 0.652 0.676 0.709 0.596 0.678 0.771 0.668 0.641 0.668 0.674 0.650 0.782 0.794 0.722 0.642 0.755 0.613 0.564 0.609 0.649 0.554 0.576 0.556 0.452 0.562 0.733 0.878 0.781 0.620 0.568 0.617 0.558 0.739 0.131 0.837 0.362
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Figure S1
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3. Routes d'invasion par la méthode ABC

Cette partie, pas encore pleinement aboutie, présente les analyses que nous avons
effectuées avec la méthode ABC pour tenter de clarifier les routes d’invasion du PWN.

L'étude a été réalisée en collaboration avec Eric Lombaert.

¢ Introduction

La plupart des méthodes d'inférence basées sur des modeles impliquent le calcul de la
fonction de vraisemblance, qui est centrale mais difficile a obtenir lorsque les mode¢les sont
trop complexes. L'ABC contourne le calcul de la vraisemblance via des simulations intensives
et l'utilisation de statistiques résumées, et permet ainsi de traiter les modeles complexes
(Bertorelle et al. 2010; Csillery et al. 2010; Sunnaker et al. 2013) que 1'on peut rencontrer
lorsque 1'on étudie I'histoire d'introduction d'organismes envahissants. Cette méthode permet
aussi de combiner des données génétiques (issues de marqueurs microsatellites par exemple),
des données historiques (dates de premicre observation) et des observations de
terrain/données biologiques grace a son cadre Bayésien (Beaumont & Rannala 2004). De
plus, elle prend en compte des statistiques résumées (i.e., statistiques résumant la variation
génétique existante entre et au sein des populations étudiées) simplifiant la complexité des
jeux de données génétiques. Cependant, elle en utilise plusieurs, augmentant le niveau
d’informations utilisées pour les inférences par rapport aux méthodes traditionnelles (arbres
fondés sur les distances génétiques, vraisemblances d'assignation).

Dans le cas du PWN, les méthodes indirectes traditionnelles ne nous ont pas permis
d’identifier l'origine des populations européennes (voir étude présentée partie 111.1.b). L'ABC

présente plusieurs avantages par rapport aux méthodes traditionnelles dans ce contexte,
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comme décrits dans la partie 1.3.b. Nous avons donc utilisé cette méthode pour tenter de
clarifier les routes d'invasion du PWN et déterminer le scenario d'invasion le plus probable.
Avant de présenter I’étude que nous avons réalisée, nous pensons utile d’expliquer
concrétement ce qu’est une analyse ABC.

Une analyse ABC se déroule en 4 grandes étapes. (i) La premiére étape consiste a
définir les modéles, les distributions de densité a priori (aussi appelées priors) des différents
paramétres et les probabilités a priori des modeles. Les modéles correspondent aux différents
scenarii d’invasion que 1’on souhaite comparer (introductions unique VS. multiples,
indépendantes VS. successives,... voir le matériel et méthodes pour des exemples). Les
paramétres, quant a eux, sont d’ordre démographique (par ex. les tailles efficaces), historique
(par ex., les dates de premicre observation) et mutationnel (par ex., le taux de mutation des
marqueurs utilisés et le modele mutationnel). (ii) La seconde étape est 1’étape de simulation.
On simule, en tirant les valeurs des paramétres dans les priors, un grand nombre de jeux de
données sous chaque scénario grace au modele de coalescence (Nordborg 2007). On choisit
les statistiques résumées que 1’on souhaite utiliser (classiquement, le nombre d’alleles,
I’hétérozygotie attendue, une mesure de différenciation entre populations...). Chaque jeu de
données sera caractérisé par les statistiques résumées choisies. (iii) Vient ensuite I’étape de
comparaison de scenarii et de sélection du scenario le plus probable. La comparaison des
différents scenarii se fait en confrontant les statistiques résumées observées (celles issues des
données obtenues par analyse des populations naturelles échantillonnées) et simulées. Les
jeux de données simulées dont les statistiques résumées sont les plus distantes des statistiques
résumées observées sur la base de distances euclidiennes sont rejetés. Les jeux de données
simulées les plus proches du jeu de données observées permettent ensuite de calculer des
probabilités a posteriori et leur intervalle de confiance par une régression logistique

multinomiale. Ceci permet de sélectionner le scenario d’invasion le plus probable, celui ayant
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la probabilité a posteriori la plus élevée. Les paramétres du scénario choisi peuvent alors étre
estimés par une méthode similaire. Pour chaque paramétre, une régression linéaire permet
d’obtenir sa distribution a posteriori. (iv) Nous devons ensuite évaluer la confiance que l'on
peut avoir dans le choix du scenario sélectionné. Cette étape de vérification constitue la
quatrieme et derniére étape. Elle se fait via différents moyens. On vérifie tout d’abord le non-
recoupement des intervalles de confiance associés a chaque probabilit¢é a posteriori. On
calcule ensuite les erreurs de type I (i.e., la probabilité de ne pas sélectionner un scenario
lorsqu’il est "vrai") et de type II (i.e., la probabilité de sélectionner le scenario alors qu’il est
"faux") sur la base de données simulées selon les scénarii considérés. Ce calcul d’erreurs
permet de s’assurer que les différents scenarii comparés sont bien différenciables. On vérifie
enfin l'adéquation du scenario sélectionné aux données observées par de nouvelles
simulations. Les valeurs des paramétres, utilisées pour les simulations, sont cette fois-ci tirées
dans les distributions a posteriori des parameétres du scenario sélectionné. Cela nous permet
d'évaluer si le scenario sélectionné et ses posteriors produisent des données qui sont proches

des données observées.

+» Matériel et méthodes

Cycle de vie et temps de génération

Comme évoqué dans l'introduction (partie I1.1), le cycle biologique du PWN in natura
est complexe (Evans et al. 1996; Futai 2013 pour une revue). Le PWN et son vecteur sont
étroitement associés et le PWN s'est adapté a son vecteur (Mamiya 1972). Le PWN se
reproduit donc exclusivement en été une fois qu'il a envahi un arbre sensible. Son temps de
génération In natura n'est pas précisément connu en raison de l'impossibilité d'observer

directement le PWN dans I'arbre. Néanmoins, nous savons que la durée du cycle de vie du
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PWN dépend fortement de la température (Mamiya 1972; Mamiya 1975) : de 4-5 jours a
25°C a environ 12 jours a 15°C. Par conséquent, en couplant ces informations, nous avons
déduit que le temps de générations du PWN était d'environ 30.5 générations par an, en
considérant que le PWN se reproduit de Juin & Septembre et en estimant que la température

moyenne en ét¢ est de 25°C dans son aire de distribution.

Echantillons analysés et génotypage

Nous avons analysés 48 échantillons en provenance de 1’aire native et des différentes
zones envahies : 28 échantillons des USA (554 individus) pour I’aire native, 7 échantillons du
Japon (210 individus), 9 du Portugal (169 individus) et 4 de Chine (147 individus) pour les
zones envahies. Les caractéristiques des échantillons sont présentées dans le tableau 1. Tous
les individus ont été extraits a partir d’échantillons de bois collectés directement sur le terrain,
grice a un tamis ou la méthode de Baermann (Viglierchio & Schmitt 1983). Les
connaissances historiques de 1'invasion du PWN et celle de I'expansion des populations au
sein de chaque zone envahie ont permis d'associer des dates d'occurrence aux différents
¢chantillons, présenté dans le tableau 1.

Nous avons extrait I’ADN de chaque individu par choc thermique (Castagnone et al.
2005) et nous avons amplifi¢ les 16 marqueurs microsatellites développés précédemment
comme décrit par Mallez et al. (2014). Le marqueur M26 n'a pas amplifié 1'un des
¢chantillons chinois. Il a donc été exclu et les analyses présentées ci-apres ont été finalement

réalisées avec 15 marqueurs microsatellites.
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Tableau 1 : Caractéristiques des échantillons analysés dans cette étude.

Nb Année d'introduction / Na Max

Code d'individus Origine géographique observation moyen  Na He  Ho Fis
MO1 31 USA - Missouri - Columbia - 3,33 8 0,35 0,29 0.19*%
MO2 23 USA - Missouri - Columbia - 3,53 7 0,38 0,28 0.27*
NEI1 16 USA - Nebraska - Davey - 2,07 4 0,21 0,19 0,09
NE2 15 USA - Nebraska - Davey - 1,87 4 0,22 0,17 0,24
NES5 14 USA - Nebraska - Pawnee Lake - 2,00 5 0,22 0,19 0,14
NE6 21 USA - Nebraska - Pawnee Lake - 1,40 2 0,20 0,10 0.48%*
NE9 29 USA - Nebraska - Pawnee Lake - 2,73 5 0,33 0,25 0.26*
NE10 26 USA - Nebraska - Pawnee Lake - 1,80 4 0,20 0,16 0.19*
NE12 28 USA - Nebraska - Conestoga Lake - 1,53 3 0,16 0,11 0.34*
NE13b 19 USA - Nebraska - Pioneers Park - 2,40 5 0,30 0,21 0.31*
NE14 28 USA - Nebraska - Pioneers Park - 1,73 3 0,25 0,17 0.34*
NE15 23 USA - Nebraska - Pioneers Park - 2,27 5 0,23 0,14 0.39*
NE19 16 USA - Nebraska - UNL East Campus - 1,87 3 0,25 0,21 0,15
NE22 17 USA - Nebraska - Lincoln - 2,07 5 0,30 0,22 0.28%*
NE23 25 USA - Nebraska - Lincoln - 1,27 2 0,08 0,07 0,09
NE24 19 USA - Nebraska - Lincoln - 1,33 2 0,08 0,07 0,15
VI9 22 USA - Virginia - Midlothian - 1,53 3 0,15 0,16 0,14
VI10 19 USA - Virginia - Virginia Beach - 2,80 7 0,32 0,26 0,19
MAI 19 USA - Massachusetts - Worchester - 1,53 2 0,17 0,15 0,00
NC1 12 USA - North Carolina - 2,93 6 0,41 0,38 0,06
NC2 23 USA - North Carolina - 3,27 7 0,38 0,30 0.22%
NY1 10 USA - New York - 2,40 5 0,37 0,20 0.47*
GAl 7 USA - Georgia - 2,00 4 0,27 0,23 0,16
GA2 20 USA - Georgia - 2,67 6 0,36 0,31 0.13*
GA3 8 USA - Georgia - 2,80 6 0,39 0,28 0,31
GA4 15 USA - Georgia - 2,80 5 0,42 0,28 0.34*
KSI 17 USA - Kansas - 3,87 10 0,44 0,36 0.18*
_Boylston 32 USA-Misissippi-Boylton - 220 4 _ 034 024 029%
Jap120 23 Japan - Iwate - Shiwa 1978 1 1 - - -
Jap212 27 Japan - Iwate - Shiwa 1978 1 1 - - -
Jap308 25 Japan - Iwate - Shiwa 1978 1 1 - - -
Kasumig2 36 Japan - Ibaraki - Kasumigaura 1971 1 1 - - -
Kasumig3 29 Japan - Ibaraki - Kasumigaura 1971 1,20 2 0,07 0,07 -0,02
Kasumig5 35 Japan - Ibaraki - Kasumigaura 1971 1 1 - - -
_.Kosa _ 35 Japan - Kumamoto - Kosa 1905 _ _ _ 127 2 _ 006 006 003
Mad23PC 12 Madeira Island - Porto da Cruz 2008 1 1 - - -
Mad24C 7 Madeira Island - Calheta 2008 1 1 - - -
128S 17 Portugal - Setubal - Grandola 1999 1,07 2 0,03 0,01 0.62%
TR1 30 Portugal - Setubal - Troia 1999 1 1 - - -
TR2 27 Portugal - Setubal - Troia 1999 1 1 - - -
AM2 21 Portugal - Setubal - Aguas de Moura 1999 1 1 - - -
Comporta 28 Portugal - Setubal - Comporta 1999 1 1 - - -
E182 13 Portugal - Coimbra - Penela 2008 1 1 - - -
__E1069 14 Portugal - Viseu- CastroDaire 2008 _ _ _ Lt . R
GuangDong 41 Chine - Guangdong 1988 1 1 - - -
GuangXi 32 Chine - GuangXi - 1 1 - - -
Laoshan 39 Chine - Shandong - Laoshan 1982 1 1 - - -
ShanDong 35 Chine - Shandong 1982 1 1 - - -

Note : Na moyen, nombre moyen d’all¢les par échantillon ; Max Na, nombre maximum d’alléles par locus
dans chaque échantillon ; He, hétérozygotie attendue et Ho, hétérozygotie observée. FIS a été calculé
comme décrit par Weir & Cockerham (1984). “*” indique que le résultat du test de HWE est significatif
aprés correction. “-” indique que He, Ho et FIS ne sont pas calculés pour des échantillons avec seulement
des marqueurs monomorphes et que la date d'introduction ne s'applique ou n'est pas connue.
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Analyses génétiques classiques

Pour chaque échantillon, nous avons déterminé le nombre maximum d’alléles par
locus (Max Na), le nombre moyen d’alléles (Na moyen) et les hétérozygoties observée (Ho) et
attendue (He) par échantillon avec Genetix version 4.05 (Belkhir et al. 1996-2004). Nous
avons testé si les échantillons étaient a 1’équilibre de Hardy-Weinberg (HWE) avec Genepop
version 4.1.3 (Rousset 2008) et nous avons quantifi¢ les écarts 8 HWE inférés en calculant le
Fis de Weir & Cockerham (1984) avec Fstat version 2.9.3.2 (Goudet 2002). Nous avons aussi
testé la présence de déséquilibres de liaison (DL) entre marqueurs avec Genepop (Rousset
2008). Les tests multiples réalisées dans le cadre des tests de HWE et de DL ont été pris en
compte en réalisant une correction FDR (pour False Discovery Rate, Benjamini & Hochberg

1995) et une correction de Bonferroni séquentiel (Sokal & Rohlf 1995), respectivement.

Relation entre les différents échantillons

Cette partie correspond aux analyses de génétique des populations faites a 1’aide des
méthodes traditionnelles présentées dans la partie 1.3.b. Elles ont principalement été réalisées
pour (i) déterminer le niveau de structure génétique rencontrée en Chine (que nous n’avions
encore jamais étudié jusqu’ici), (ii) sélectionner les échantillons (particulierement de 1’aire
native) qui seront inclus dans les analyses ABC et (iii) déterminer les scenarii d’invasion a
comparer dans ces mémes analyses.

Nous avons tout d’abord effectué¢ des tests de différenciation génotypique entre paires
d’échantillons au sein de chaque zone (native et envahie), entre zones envahies, et entre zones
envahies et zone native, avec Genepop (Rousset 2008). Des tests multiples et non
indépendants ayant été réalisés, le seuil de significativité a donc été ajusté par la méthode de
Bonferroni séquentiel (Sokal & Rohlf 1995). Nous avons aussi calculé le Fst (Weir &

Cockerham 1984), corrigés pour les alleéles nuls (détectés pour certains échantillons et

116



marqueurs, voir Mallez et al. 2014), avec FreeNA (Chapuis & Estoup 2007) et le Dy (Jost
2008) avec SMOGD (Crawford 2010) entre paires d’échantillons.

Nous avons ensuite réalisé une analyse Bayésienne de groupement des individus avec
le logiciel Structure version 2.3 (Pritchard et al. 2000) avec les échantillons des différentes
zones native et envahies. Nous avons fait varier K (le nombre de clusters) de 1 a 10 et 20
séries indépendantes par valeur de K ont été réalisées, via la méthode de Monte Carlo par
chaine de Markov avec 10° itérations, précédées par une période de "rodage" de 2x10°
itérations. Nous avons utilis¢ Clumpp (Jakobsson & Rosenberg 2007) pour identifier les
patrons de groupement les plus fréquents parmi les 20 séries réalisées pour chaque valeur de
K et nous avons représenté graphiquement ces derniers a 1’aide de Distruct version 1.1
(Rosenberg 2004). L’analyse des représentations graphiques pour chaque valeur de K nous a
permis de déterminer les relations existantes entre les différentes zones. Les relations entre les
¢chantillons des différentes zones ont également été¢ évaluées grace a un arbre de distances
génétiques basé sur les distances de Cavalli-Sfoza & Edwards (Cavalli-Sforza & Edwards
1967), corrigées pour les all¢les nuls, avec FreeNA (Chapuis & Estoup 2007). Nous avons
finalement mesuré, grace au logiciel GeneClass2 version 2.0 (Piry et al. 2004), la
vraisemblance d’assignation des échantillons des zones envahies envers les échantillons
américains.

La structure des populations en Chine a aussi été étudiée grace a une analyse de
groupement d’individus avec Structure version 2.3 (Pritchard et al. 2000), réalisée comme
décrit précédemment avec K variant de 1 a 4. Le nombre de groupes a été déterminé par la
méthode d’Evanno et al. (2005), automatisée dans  Structure  Harvester

(http://taylor0.biology.ucla.edu/struct _harvest/index.php, Earl & vonHoldt 2012).
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Analyses ABC

Toutes les analyses ABC ont été réalisées avec le logiciel DIYABC version 2.0.4
(Cornuet et al. 2014) dans la mesure ou ses conditions d'application étaient remplies dans
notre cas (reproduction sexuée et absence de flux de génes entre populations, vérifiée par
l'observation d'une tres forte différenciation génétique significative entre quasiment tous les
¢chantillons, voir Résultats).

Avant de réaliser des comparaisons de scenarii d'invasion a proprement parler, nous
avons réalisé des analyses ABC préliminaires pour définir les priors démographiques et
mutationnels les plus appropriés. Ces analyses préliminaires ont été réalisées avec des
échantillons natifs. Un scenario simple a été¢ défini : une population ancestrale native donne
plusieurs échantillons natifs. Ce scenario était commun aux différents scenarii comparés,
seules variaient la gamme des tailles efficaces et la présence ou non d'événements de goulot
d'étranglement. L'ajustement des priors s'est fait en vérifiant l'adéquation des données
observées aux priors définis d’une part (option "evaluate scenarios and priors" du logiciel) et
aux posteriors du scenario gagnant d'autre part (option "model checking" du logiciel). Ces
analyses ont contribué a définir le groupe de priors n°l, qui a été utilisé comme base pour
toutes les analyses ABC ultérieures (voir Tableau 2 pour la description des priors).

Le choix des scenarii a comparer est une étape cruciale dans 'ABC. Méme quand le
nombre d'échantillons est petit, beaucoup de scenarii sont possibles. Nous avons donc pris en
compte l'information historique et les résultats de I'étude des relations entre échantillons pour
définir les scenarii en compétition. Ainsi, les scenarii qui n'étaient pas supportés par les
données génétiques ou historiques de manicre évidente n'ont pas été considérés. Les résultats
de I'¢tude des relations entre les différents échantillons ont mis en évidence que 1'échantillon
NE2 (échantillon natif) était globalement le plus proche des échantillons des zones envahies

(voir Résultats). Il a donc été intégré dans les scenarii des analyses ABC pour représenter
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l'aire native. Au vu de la forte structuration existante dans l'aire native, il est fort peu probable
que NE2 soit la "vraie" source. Une population fantome, partant de NE2, a donc également
été inclue. Les résultats ont également montré que le Japon et la Chine présentent peut-étre
une histoire d'invasion plus complexe que nous aurions pu le penser au vu de la diversité
génétique existante dans ces zones (voir Résultats). Nous avons donc procédé a des analyses
ABC étape par étape et avons tenté de clarifier I'histoire asiatique avant d'intégrer 1'Europe
dans les scenarii.

Ainsi, nous avons test¢ dans un premier temps s'il y avait eu une ou plusieurs
introductions en Chine, et plus précisément si Guangdong était ou non indépendant de
Laoshan (voir Figure 4 pour la représentation des scenarii en compétition). Nous avons fait de
méme au Japon et nous nous sommes notamment concentrés sur 1’échantillon Kasumig3.
Nous avons essayé de déterminer s’il venait ou non de Kosa (I'échantillon le plus proche du
point d'introduction au Japon, voir Figure 5 pour la représentation des différents scenarii en
compétition). Nous avons ensuite étudi¢ les relations entre le Japon et la Chine par plusieurs
analyses ABC en tenant compte des résultats obtenus précédemment. Nous avons ainsi évalué
si Laoshan venait du Japon ou des USA, de méme pour Guangdong (voir Figures 6 et 7 pour
la représentation des scenarii en compétition dans chaque analyse). Nous avons enfin intégré
le Portugal dans le scenario d'invasion asiatique obtenu afin de déterminer son origine. Nous
avons pour cela mis en compétition les 3 origines possibles pour le Portugal : les USA, le

Japon ou la Chine (voir Figure 8 pour la représentation des scenarii en compétition).
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Tableau 2 : Définition et distributions a priori des paramétres utilisées dans les scenarii d’invasion considérés dans les analyses ABC.

Description du parametre

Nom du parametre

Nb Générations/an

Distribution a priori

Forme

Intervalle

Parametres démographiques
Taille efficace stable de la population ancestrale
Taille efficace stable des populations "fantome"
Taille efficace stabe de la population native, NE2
Taille efficace stable des populations envahissantes
Taille efficace réduite pendant la fondation des populations envahissantes
Temps de divergence* et fondation (en générations)
Temps de divergence de NE2
Temps de divergence des populations fantome
Temps de divergence de Kosa

Temps de divergence de Kasumig3

Temps de divergence de Laoshan

Temps de divergence de Guangdong

Temps de divergence de TR1

Durée de la fondation des populations
Evénement d'admixture
Taux d'admixture
Paramétres mutationnels
Taux de mutation moyen
Paramétre moyen de la distribution géométrique du nombre de répétitions

Taux moyen d'insertion/délétion d'un seul nucléotide

Na
Ngl ; Ng2 ; Ng3
N1

NKo ; NKa ; NL ; NGu ; NT
NKoB ; NKaB ; NLB ; NGuB ; NTB

tl
tgl ; tg2 ; tg3 ; tadm
tKo

tKa ; tKal ; tKa2 ; tKa3*'
tL; tL1 ; tL2

tGu ; tGul ; tGu2

tT ; tT1 ;tT2; tT3

DBI ; DB2 ; DB3 ; DB4
ra

My
MP
Mpsni

30
15
45
30

30
15
45
30
15
45
30
15
45

Groupe 1/ Groupe 2
Log-Uniforme / Uniforme
Log-Uniforme / Uniforme
Log-Uniforme / Uniforme
Log-Uniforme / Uniforme
Log-Uniforme / Uniforme

Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme

Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme
Uniforme / Log-Uniforme

Uniforme

Uniforme
Uniforme
Log-Uniforme

Groupe 1/ Groupe 2

[100 ; 10000]
[100 ; 10000]
[100 ; 10000]
[100 ; 10000]
[2 ; 100]

[100 ; 10000]
[100 ; 10000]
[3294 ; 3873]
[1620 ; 1905]
[4860 ; 5715]
[1281 ; 1860]
[945 ; 1525]
[465 ; 750]
[1395 ; 2250]
[762 ; 1342]
[375 ; 660]
[1125 ; 1980]
[427 ; 1006]
[210 ; 495]
[630 ; 1485]

[0 100] /[1 ; 100]

[0.1;0.9]

[10%; 104
[10®; 104
[0.1;0.3]

* 20 ans d'incertitude ont été pris en compte pour les temps de divergence des populations envahissantes, ce qui correspond a l'intervalle des distributions présentées.

1 ops J SO A \ " rer r . \ . . O]
** Différents noms ont été donnés a un méme paramétre lorsque des conditions ont été définies sur ce paramétre, voir les figures des scenarii pour le détail.
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Analyse Laoshan - Guangdong

Scenario 1 A Pass¢ Scenario 2 A Passc Scenario 3 A Passc
B Na - t1 B Na — tl H Na —tl
B NI 1 NI I NI
ENL - gl ENL - tel B NL - tgl
U NLB I NLB I NLB
L (L L1 — tGu2
1 NGu 1 NGu 1 NGu !
Ngl - te2 Ngl Ngl
I Ng2 . L tGul (L2
- tGu
tGu-DB2 - tGul-DB2 - tL2-DB2
L (Gu-
Présent Présent Présent
Laoshan Guangdong NE2 Laoshan Guangdong NE2 Guangdong Laoshan NE2

Figure 4 : Représentation des différents scenarii en compétition dans I’analyse ABC réalisée au sein de la Chine dans le but de déterminer si Guangdong
¢tait indépendant de Laoshan. Les couleurs dans les scenarii symbolisent différentes tailles efficaces. Voir le Tableau 2 pour la signification des parameétres
(tailles efficaces et temps de divergence).

Analyse Kosa - Kasumig3

Scenario 1 A Passé Scenario 2 A Passé
0 Na — tl 0 Na — tl
0 NI B NI
B NKo gl 1 NKo - tgl
NKoB NKoB
B NKa —tKo E NKa - tKo
N NKaB - tKo-DB1 B NKaB - tKo-DB1
Ngl g2 Ngl
e - —tEa DB2
L tKa-
L (Ka-DB2 a
. Présent . Présent
Kosa Kasumig3 NE2 Kosa Kasumig3 NE2

Figure 5 : Représentation des différents scenarii en compétition dans I’analyse ABC réalisée au sein du Japon dans le but de déterminer
I’origine de Kasumig3. Les couleurs dans les scenarii symbolisent différentes tailles efficaces. Voir le Tableau 2 pour la signification des
parametres (tailles efficaces et temps de divergence).
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Analyse Kosa - Laoshan

Scenario 1 A Passé Scenario 2 A Passé
B Na - tl B Na — tl
B NI B NI
® NKo — gl B NKo gl
NKoB NKoB
ENL -tKo § NL - tKo
» NLB L tKo-DB1 » NLB — tKo-DB1
Ngl - 12 Ngl
Ng2 s L tL
— tL-DB2
—tL-DB2
Présent Présent
Kosa Laoshan NE2 Kosa Laoshan NE2
Analyse Kosa - Guangdong
Scenario 1 A Passé Scenario 2 A Fassé
B Na — tl B Na — tl
B NI B NI
# NKo —tgl B NKo L tgl
NKoB NKoB
¥ NGu - Ko § NGu — (Ko
| tKo-DBI NGuB _ tKo-DBI
L tGu — (Gu
— tGu-DB2
L tGu-DB2 \
Présent Présent
Kosa Guangdong NE2 Kosa Guangdong NE2

Figure 6 : Représentation des différents scenarii en compétition dans les analyses ABC réalisées entre la Chine et le Japon. Il s’agissait de déterminer si

Laoshan et Guangdong venaient du Japon ou des USA. Les couleurs dans les scenarii symbolisent différentes tailles efficaces. Voir le Tableau 2 pour la
signification des parametres (tailles efficaces et temps de divergence). 122



Analyse Kasumig3 - Guangdong

Scenario 1 A Passé Scenario 2 A Passé
0 Na - tl B Na — t1
B NI B NI
B NKa - tgl B NKa gl
I NKaB K I NKaB Kal
[~ ¥ NGu B
| tKa-DB1 NGuB L tKal-DBI
— tg2 Ngl
L tGu - (Gul
— tGul-DB2
— tGu-DB2
) Présent ) Présent
Kasumig3  Guangdong NE2 Kasumig3 Guangdong NE2
Scenario 3 A Pass¢ Scenario 4 A Pass¢
B Na — tl B Na — tl
B NI B NI
B NKa gl B NKa - gl
I NKaB I NKaB
I NGu —tGu2 B NGu - tGu2
NGuB — tGu2-DBI1 NGuB - tGu2-DBI1
Ngl Ngl
L tKa2 Ng2
| {Ka2-DB2 [~ tadm
- tKa3
— tKa3-DB2
. Présent . Présent
Guangdong Kasumig3 NE2 Guangdong Kasumig3 NE2

Figure 7 : Représentation des différents scenarii en compétition dans 1’analyse ABC réalisée entre Guangdong (Chine) et Kasumig3 (Japon). Ces
analyses ont été réalisées au vu des résultats obtenus grace a I’arbre de distances génétiques et 1’analyse de groupement des individus. Dans le
scenario 4, ou un événement d’admixture (mélange entre populations) a lieu, le taux d’admixture ra correspond a la contribution génétique de la
population envahissante Guangdong. La contribution de la population fantome native, issue de NE2, correspond a 1-ra. Les couleurs dans les

scenarii symbolisent différentes tailles efficaces. Voir le Tableau 2 pour la signification des parameétres (tailles efficaces et temps de divergence).
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B Na

H NI

B NKo
NKoB

N NGu
NGuB

B NL

I NLB

B NT
NTB
Ngl

N Ng2

B Ng3

Kosa

0 Na

i NI

B NKo
NKoB

B NGu
NGuB

B NL

I NLB

B NT
NTB
Ngl

o Ng2

Kosa

Scenario 1

/>

Laoshan Guangdong TRI NE2

Scenario 3 \

TR1  Laoshan Guangdong  NE2

Analyse Asie - Europe

A Passé

— tl
— tgl

L tKo
- tg2
— tKo-DBI1
- tGu

L tGu-DB2

L tL
|_tL-DB3
| tg3
—tT

[~ tT-DB4

Présent

A Passé

— tl
— tgl

L tKo

— tKo-DB1
— tg2

| tGu

— tL

— tGu-DB2
— tL-DB3

L tT2
— tT2-DB4

Présent

B Na

B NI

B NKo
NKoB

B NGu

NGuB
B NL
I NLB
B NT
NTB
Ngl
B Ng2

Kosa

0 Na

B NI

B NKo
NKoB

B NGu
NGuB

B NL

I NLB

B NT
NTB
Ngl

B Ng2

Kosa

Scenario 2

I\

Laoshan Guangdong TRl NE2

Scenario 4
\

Laoshan TR1  Guangdong  NE2

A Passé

— tl
— tgl

L tKo
- tg2
— tKo-DB1
- tGu

L tGu-DB2

L tL
— tL-DB3

— (T1
— tT1-DB4

Présent

A Passé

— tgl
L tKo
— tKo-DBI1
— tg2
| tGu
—tGu-DB2

- tL
— tL-DB3

L tT3
— tT3-DB4

Présent

Figure 8 : Représentation des différents scenarii en compétition dans 1’analyse ABC réalisée avec toutes les zones envahies, dans le but de déterminer

I’origine du Portugal. Les couleurs dans les scenarii symbolisent différentes tailles efficaces. Voir le Tableau 2 pour la signification des parametres
(tailles efficaces et temps de divergence).
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Pour chaque analyse ABC effectuée, un million de jeux de données ont été simulés par
scenario en compétition. Les statistiques résumées suivantes ont été utilisées pour la
comparaison et la sélection de scenarii : le nombre d’alléles moyen, [’hétérozygotie attendue
moyenne et la variance des tailles alléliques moyenne par population et par paire de
populations, le ratio du nombre d’allé¢les sur la gamme des tailles alléliques (Garza &
Williamson 2001), la vraisemblance moyenne d’assignation des individus de la population i
envers la population j (Pascual et al. 2007) et les distances d’all¢les partagés entre paires de
populations (Chakraborty & Jin 1993). L'adéquation entre les données observées et les priors
a systématiquement été vérifiée (option "evaluate scenarios and priors" du logiciel). Des
probabilités égales ont été définies a priori pour chaque scenario. Cela nous a permis
d’évaluer l'information contenue dans les données génétiques et leur puissance pour
distinguer les différents scenarii, en faisant en partie abstraction des informations historiques
(qui sont peut-&tre erronées). Les probabilités a posteriori ont été obtenues par régression
logistique en ne conservant que 1% des données simulées les plus proches des données
observées (Cornuet et al. 2010; Cornuet et al. 2008). L’option LDA (pour "linear discriminant
analysis") qui permet de réaliser une analyse discriminante sur les statistiques résumées avant
de procéder a la régression logistique a été utilisée dans les analyses impliquant toutes les
zones envahies (Cornuet et al. 2014; Estoup et al. 2012). Les résultats de sélection de modele
pouvant étre sensibles aux priors (Bertorelle et al. 2010), nous avons réalisé des analyses en
modifiant les priors précédemment utilisés pour évaluer la robustesse de nos résultats. Ainsi,
un deuxiéme groupe de priors a été défini en modifiant la forme des distributions des priors
par rapport au groupe n°1 (groupe n°2, voir Tableau 2 pour le détail des priors) et différents
temps de génération ont été testés (voir Tableau 2 pour le détail des priors). En plus du
changement de priors, nous avons évalué la confiance que I'on pouvait avoir dans les résultats

obtenus via les différentes méthodes permises par 'ABC. Nous avons ainsi (i) vérifi¢ le non-
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recoupement des intervalles de confiance associés aux probabilités a posteriori, (ii) calculé les
erreurs de type I (i.e., la probabilité de ne pas s€lectionner un scenario lorsqu’il est "vrai") et
de type II (i.e., la probabilit¢ de sélectionner le scenario alors qu’il est "faux", option
"Confidence in scenario choice" du logiciel) en simulant 100 nouveaux jeux de données pour
chaque scenario considéré et (iii) vérifié l'adéquation entre les données observées et le
scenario sélectionné, c'est-a-dire sa capacité a simuler des jeux de données similaires aux
données observées (option "model checking" du logiciel). Pour cela, deux nouvelles
statistiques résumées ont été ajoutées a celles déja utilisées pour la comparaison de scenarii, le
Fst (Weir & Cockerham 1984) et la distance (dp)* (Goldstein et al. 1995) entre paires de
populations. Lors de cette vérification, la position de chaque statistique observée dans la
distribution des statistiques obtenues est estimée via les jeux de données simulées, fournissant
une probabilité de rejet pour chaque statistique. Un grand nombre de probabilités étant ainsi
calculées, nous avons donc ajusté le seuil de significativité par la méthode FDR (Benjamini &

Hochberg 1995).

+» Résultats

Analyses génétiques classiques

Les caractéristiques génétiques des échantillons sont présentées dans le tableau 1.
Comme déja constaté dans les études précédentes, les échantillons américains présentent une
diversité génétique faible a modérée dont le niveau est variable entre les échantillons, avec un
Na moyen de 1.27 a 3.87 et une He de 0.08 a 0.44. Plus de la moiti¢ des échantillons ne sont
pas apparus a HWE et des DL significatifs ont été observés pour 13 tests sur les 1084 réalisés,
apres correction. Cela est possiblement di a la présence d’alleles nuls comme déja mis en

¢vidence dans Mallez et al. (2014). Comme déja présenté également, le Japon et
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Portugal/Madére ont présenté une diversité faible voire extrémement faible, due a la présence
de nombreux marqueurs monomorphes : 9 pour le Japon et 14 pour Portugal/Madere, sur les
15 étudiés. Au Japon, trois échantillons sont apparus complétements "identiques", avec des
individus présentant le méme all¢le fixé a tous les marqueurs (Jap212, Jap308 et Jap120). Au
Portugal/Madére, 162 individus sur les 169 génotypés présentent le méme génotype multi-
locus et seul 1’échantillon 128S est différent des autres. Le niveau de diversité génétique
rencontrée dans les échantillons chinois s’est avéré comparable au niveau de diversité des
deux autres zones envahies. Trois échantillons sur les 4 analysés présentent le méme génotype
multi-locus pour tous leurs individus. L’échantillon différent, Guangdong, a présenté un all¢le
fix¢ différent des trois autres échantillons pour 5 marqueurs, conduisant a 5 marqueurs
dialléliques sur les 15 analysés a 1’échelle de la Chine, bien que la totalité des marqueurs

soient monomorphes en intra-échantillon.

Relation entre les différents échantillons

Certaines localités échantillonnées se sont avérées complétement "identiques"
(présentant le méme génotype multi-locus pour tous les individus, voir ci-dessus) en Chine, au
Japon et au Portugal/Madere. Pour alléger les analyses et simplifier les figures, seule une
localit¢ échantillonnée a été conservée parmi les localités "identiques" pour I'analyse
Structure, le calcul des vraisemblances d'assignation individuelle et l'arbre de distances
génétiques. Les échantillons conservés (parmi les "identiques") sont : Mad23PC pour Madére,
TR1 pour le Portugal, Jap212 pour le Japon et Laoshan pour la Chine.

Concernant les tests de différenciation génétique, quasiment tous les échantillons
américains sont apparus significativement différenciés entre eux apres correction (méthode de
Fisher de combinaison des probabilités obtenues sur les différents loci, p < 10'2). Seul un test,

entre NC2 et GA3, n'est pas apparu significatif (méthode de Fisher, p = 0.11). Les valeurs de
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Fst corrigées pour les alléles nuls atteignent des valeurs relativement élevées et s'étalent de
0.036 a 0.76 (voir Tableau 3 pour les détails). Les valeurs de D¢y sont moins élevées et
s'échelonnent de 0.0041 a 0.329 (voir Tableau 3). Au Portugal/Madére, tous les échantillons
"identiques" se sont avérés significativement différenciés de l'échantillon 128S (méthode de
Fisher, p < 10™) avec un Fst moyen corrigé pour les alléles nuls de 0.341 et un Deg de 0.0005
(voir Tableau 3). Au Japon, tous les échantillons sont aussi apparus significativement
différenciés entre eux, a l'exception des trois "identiques" (méthode de Fisher, p < 10”) avec
des valeurs de Fst corrigées pour les alleles nuls tres élevées, de 0.627 a 0.995, et des valeurs
de D¢y beaucoup moins élevées, de 0.0042 a 0.0938 (voir Tableau 3). Enfin, en Chine,
I'échantillon Guangdong s'est avéré significativement différencié des trois autres échantillons
(méthode de Fisher, p < 10™) avec un Fst moyen corrigé pour les alléles nuls trés élevé de
0.997 et un D¢y bien plus faible de 0.1061 (voir Tableau 3). Ce résultat a été confirmé par
l'analyse Structure, qui a inféré un groupement pertinent d'individus pour K=2, avec
Guangdong se séparant des autres échantillons et formant un groupe a part entiére (voir

Figure 9).

Guangdong GuangXi Laoshan Shandong

K=2

K=4

Figure 9: Représentations graphiques des groupements d’individus obtenus avec
Structure, pour les différentes valeurs de K testées, en Chine. Chaque barre verticale
correspond a un individu et chaque couleur correspond a un groupe.

Tous les échantillons envahissants sont apparus significativement différenciés entre eux
(méthode de Fisher, p < 107) et significativement différenciés des échantillons natifs
(méthode de Fisher, p < 10”). L'échantillon américain NE2 est apparu le moins différencié

des échantillons envahissants sur la base du D¢y (valeur moyenne de 0.034). Un échantillon
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différent, NE9, a été observé moins différencié des échantillons envahissants sur la base du
Fst corrigé pour les alléles nuls (valeur moyenne de 0.469).

L'arbre de distances génétiques (voir Figure 10) indique que I'échantillon NE2 est le
plus proche de tous les échantillons des zones envahies. Les échantillons Portugais sont aussi

apparus plus proches d'un échantillon japonais que chinois.

Laoshan —
o uangDong
S
Tap212 | & ¥

Mad23PC + TRI NEI2

Figure 10: Arbre de distances

NEg 1288 génétiques du PWN provenant de son

\ aire native (en orange) et de trois zones

— NE2 envahies (Japon en vert, Chine en
NEI3b mauve, Portugal en bleu) réalisé avec la

NE23 NEl4 méthode du Neighbour Joining a partir

NE6

GAl
NEI19

NE22  des distances de Cavalli-Sforza &
NE5 Edwards (1967), corrigées pour les

MAI \ NEl alleles nuls, obtenues avec FreeNA
' NEI0 (Chapuis & Estoup 2007). Parmi les

Vig

¢chantillons complétement identiques

NE9 au Japon, en Chine, au Portugal et a
NEIS Madeére, un seul a été conservé pour
Boylston VIO simplifier la lecture : Jap212 pour le

MO1

Japon, Laoshan pour la Chine, TR1 pour

KS1 MO2 le Portugal et Mad23PC pour Madere.

NC2

GA3
GA2 “NCI1

NYI GA4
L'analyse Bayésienne de groupement des individus prenant en compte toutes les zones
envahies a donné des résultats similaires a ceux obtenus grace a l'arbre de distances
génétiques. L'observation des premicres valeurs de K (voir Figure 11, ci-dessous) indique que
les échantillons des zones envahies se séparent des échantillons américains des le premier
niveau de structuration, a K=2. Les échantillons des zones envahies se divisent ensuite a K=4
en deux groupes : un groupe avec Kasumig3 et Guangdong d'un c6té et un groupe avec tous
les autres échantillons des zones envahies de l'autre.
Enfin, presque tous les échantillons des zones envahies ont été assigné a NE2 avec la
vraisemblance d'assignation individuelle moyenne la plus €levée (voir Figure 12, ci-dessous).

Seul Guangdong a été assigné a NES (voir Figure 12).
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Tableau 3 : Mesures de différenciation entre paires d’échantillons des zones native et envahies. Sous la diagonale, le D¢y de Jost (2008) calculé
avec SMOGD (Crawford 2010) et au-dessus de la diagonale, le Fst de Weir & Cockerham (1984), corrigés pour les alleéles nuls, obtenu avec
FreeNA (Chapuis & Estoup 2007). Code couleur : plus les valeurs sont vertes, plus elles sont faibles et plus elles sont rouges, plus elles sont
¢levées.

MO1 MO2 NE1 NE2 NE5 NE6 NE9 NE10 NE12 NE13b NE14 NE15 NE19 NE22 NE23 NE24 Vi9 VII0 MA1 NC1 NC2 NY1 GAl GA2 GA3

MO1 0.065 0.294 0.246 0.279 0.275 0.226 0.328 0.388 0.176 0.221 0.314 0.193 0.250 0.415 0.500 0.334 0.133 0.429 0.127 0.112 0.260 0.208 0.137 0.104
MO2 0.022 0.266 0.194 0.240 0.257 0.194 0.291 0.402 0.173 0.196 0.265 0.151 0.214 0.390 0.504 0.307 0.109 0.387 0.074 0.055 0.217 0.145 0.101 0.074
NE1 0.097 0.089 0.188 0.120 0.168 0.140 0.180 0.493 0.223 0.227 0.238 0.319 0.216 0.505 0.623 0.508 0.333 0.596 0.305 0.253 0.367 0.387 0.268 0.278
NE2 0.067 0.054 0.033 0.145 0.161 0.108 0.250 0.500 0.236 0.188 0.247 0.311 0.110 0.448 0.641 0.474 0.301 0.553 0.238 0.221 0.355 0.330 0.260 0.272
NES 0.100 0.079 0.009 0.014 0.141 0.087 0.086 0.475 0.190 0.154 0.198 0.292 0.176 0.411 0.567 0.483 0.288 0.582 0.309 0.243 0.342 0.323 0.257 0.278
NE6 0.067 0.087 0.020 0.033 0.020 0.137 0.278 0.502 0.241 0.153 0.369 0.381 0.198 0.503 0.632 0.506 0.328 0.567 0.317 0.281 0.433 0.397 0.286 0.329
NE9 0.071 0.065 0.028 0.023 0.015 0.018 0.153 0411 0.116 0.108 0.167 0.290 0.121 0.430 0.501 0.398 0.251 0.482 0.206 0.215 0.317 0.296 0.233 0.241
NE10 0.116 0.095 0.016 0.038 0.004 0.031 0.023 0.521 0.187 0.213 0.152 0.341 0.279 0.422 0.547 0.462 0.321 0.609 0.363 0.277 0.376 0.407 0.300 0.336
NE12 0.108 0.141 0.118 0.136 0.106 0.079 0.091 0.119 0.289 0.424 0.599 0.439 0.401 0.662 0.696 0.688 0.457 0.611 0.475 0.427 0.525 0.521 0.463 0.456
NE13b 0.036 0.061 0.055 0.052 0.045 0.035 0.030 0.037 0.049 0.118 0.229 0.244 0.188 0.472 0.556 0.450 0.221 0.504 0.217 0.195 0.303 0.315 0.243 0.214
NE14 0.068 0.064 0.038 0.048 0.012 0.027 0.024 0.025 0.102 0.021 0.275 0.322 0.135 0.417 0.543 0.347 0.216 0.487 0.213 0.185 0.323 0.280 0.256 0.238
NE15 0.112 0.087 0.021 0.048 0.027 0.068 0.040 0.021 0.159 0.053 0.045 0.357 0.294 0.574 0.613 0.456 0.269 0.602 0.284 0.227 0.323 0.383 0.271 0.286
NE19 0.068 0.036 0.064 0.080 0.058 0.096 0.089 0.074 0.107 0.093 0.094 0.059 0.306 0.481 0.573 0.491 0.283 0.541 0.270 0.167 0.310 0.225 0.219 0.174
NE22 0.064 0.072 0.049 0.019 0.020 0.044 0.034 0.059 0.119 0.034 0.028 0.071 0.073 0476 0.611 0.441 0.285 0.510 0.217 0.205 0.311 0.297 0.268 0.247
NE23 0.120 0.106 0.048 0.052 0.033 0.062 0.080 0.044 0.132 0.095 0.060 0.088 0.069 0.091 0.594 0.576 0.474 0.715 0.472 0.391 0.580 0.579 0.391 0.504
NE24 0.171 0.163 0.107 0.145 0.080 0.128 0.155 0.091 0.218 0.145 0.118 0.133 0.103 0.177 | 0.023 0.711 0.570 0.760 0.524 0.474 0.589 0.668 0.435 0.511
Vi9 0.109 0.095 0.099 0.105 0.087 0.119 0.123 0.069 0.286 0.122 0.048 0.085 0.122 0.113 0.096 0.151 0.317 0.604 0.325 0.258 0.418 0.450 0.338 0.352
VI10 0.054 0.055 0.117 0.103 0.096 0.097 0.102 0.095 0.170 0.071 0.064 0.079 0.111 0.102 0.110 0.178 0.072 0.378 0.118 0.094 0.236 0.229 0.158 0.113
MA1 0.183 0.146 0.236 0.217 0.211 0.176 0.230 0.215 0.199 0.198 0.172 0.189 0.167 0.212 0.222 0.304 0.155 0.099 0.405 0.379 0.474 0.541 0.418 0.442
NC1 0.064 0.035 0.118 0.099 0.133 0.120 0.103 0.135 0.216 0.068 0.069 0.092 0.112 0.072 0.152 0.200 0.080 0.042 0.149 0.057 0.198 0.224 0.106 0.063
NC2 0.061 0.020 0.073 0.080 0.084 0.111 0.096 0.085 0.201 0.065 0.062 0.069 0.050 0.064 0.101 0.146 0.055 0.047 0.143 0.012 0.157 0.129 0.091 0.016
NY1 0.154 0.108 0.134 0.136 0.152 0.217 0.192 0.150 0.254 0.164 0.142 0.112 0.167 0.143 0.189 0.245 0.139 0.109 0.207 0.089 0.080 0.248 0.245 0.125
GAl 0.090 0.048 0.097 0.090 0.078 0.112 0.118 0.122 0.115 0.128 0.088 0.114 0.051 0.099 0.122 0.177 0.093 0.092 0.168 0.110 0.051 0.094 0.234 0.130
GA2 0.065 0.056 0.090 0.103 0.091 0.084 0.111 0.093 0.202 0.097 0.087 0.091 0.076 0.104 0.095 0.112 0.090 0.061 0.148 0.027 0.039 0.124 0.107 0.053

GA3 0.046 0.019 0.074 0.077 0.081 0.105 0.104 0.116 0.187 0.072 0.081 0.085 0.048 0.081 0.097 0.110 0.086 0.038 0.175 0.018 0.002 0.057 0.053 0.010
GA4 0.054 0.049 0.088 0.094 0.094 0.115 0.088 0.093 0.192 0.057 0.073 0.100 0.091 0.071 0.126 0.162 0.083 0.062 0.212 0.076 0.032 0.112 0.094 0.057 0.009
KS1 0.066 0.047 0.145 0.108 0.145 0.160 0.125 0.160 0.204 0.108 0.106 0.150 0.139 0.134 0.193 0.226 0.160 0.096 0.218 [0.066 0.050 0.119 0.096 0.095 0.038
Boylston  0.186 0.197 0.300 0.303 0.329 0.315 0.320 0.288 0.265 0.254 0.300 0.308 0.211 0.314 0.233 0.292 0.262 0.220 0.222 0.252 0.210 0.253 0.250 0.227 0.194
Mad23PC 0.135 0.107 0.059 0.022 0.042 0.053 0.052 0.082 0.216 0.140 0.085 0.084 0.111 0.053 0.107 0.213 0.127 0.170 0.270 0.166 0.139 0.184 0.118 0.152 0.153
Mad24C  0.134 0.105 0.058 0.022 0.041 0.052 0.051 0.081 0.216 0.139 0.084 0.084 0.110 0.052 0.107 0.212 0.126 0.169 0.270 0.164 0.138 0.182 0.118 0.151 0.151
E182 0.135 0.107 0.059 0.022 0.042 0.053 0.052 0.082 0.216 0.140 0.085 0.085 0.111 0.054 0.107 0.213 0.127 0.170 0.270 0.166 0.140 0.184 0.118 0.153 0.153
128S 0.135 0.104 0.059 0.022 0.042 0.053 0.052 0.082 0.217 0.140 0.085 0.085 0.112 0.054 0.107 0.213 0.116 0.168 0.270 0.159 0.130 0.184 0.116 0.149 0.149
E1069 0.135 0.107 0.059 0.022 0.042 0.053 0.052 0.082 0.216 0.140 0.085 0.085 0.111 0.054 0.107 0.213 0.127 0.170 0.270 0.166 0.140 0.184 0.118 0.153 0.153
AM2 0.136 0.108 0.059 0.023 0.042 0.053 0.053 0.082 0.217 0.141 0.086 0.085 0.111 0.054 0.107 0.213 0.127 0.171 0.270 0.166 0.140 0.185 0.119 0.153 0.153
Comporta 0.137 0.108 0.060 0.023 0.042 0.053 0.053 0.082 0.217 0.141 0.086 0.085 0.112 0.054 0.107 0.213 0.127 0.171 0.270 0.167 0.141 0.186 0.119 0.153 0.154
TR1 0.137 0.108 0.060 0.023 0.042 0.054 0.053 0.082 0.217 0.141 0.086 0.085 0.112 0.055 0.107 0.213 0.127 0.171 0.270 0.167 0.141 0.186 0.119 0.153 0.154
TR2 0.136 0.108 0.060 0.023 0.042 0.053 0.053 0.082 0.217 0.141 0.086 0.085 0.112 0.054 0.107 0.213 0.127 0.171 0.270 0.167 0.140 0.186 0.119 0.153 0.154
Jap308  0.135 0.135 0.044 0.041 0.060 0.079 0.078 0.102 0.217 0.159 0.094 0.096 0.096 0.063 0.107 0.213 0.121 0.173 0.270 0.141 0.110 0.166 0.116 0.130 0.102
Jap212  0.135 0.135 0.044 0.041 0.060 0.079 0.078 0.102 0.217 0.159 0.094 0.096 0.096 0.063 0.107 0.213 0.121 0.173 0.270 0.141 0.110 0.166 0.116 0.130 0.102
Jap120  0.134 0.135 0.044 0.041 0.059 0.079 0.078 0.102 0.217 0.158 0.094 0.096 0.096 0.063 0.107 0.213 0.121 0.173 0.270 0.141 0.110 0.166 0.116 0.130 0.102
Kasumig2 0.125 0.134 0.060 0.023 0.043 0.054 0.053 0.082 0.217 0.141 0.086 0.083 0.124 0.057 0.092 0.213 0.110 0.155 0.206 0.153 0.129 0.184 0.129 0.146 0.121
Kasumig3 0.086 0.079 0.088 0.045 0.059 0.044 0.074 0.091 0.096 0.102 0.109 0.115 0.082 0.065 0.068 0.152 0.185 0.103 0.201 0.121 0.133 0.212 0.129 0.088 0.101
Kasumig5s 0.090 0.116 0.092 0.035 0.067 0.071 0.083 0.104 0.160 0.130 0.106 0.122 0.082 0.073 0.058 0.158 0.135 0.150 0.205 0.146 0.112 0.184 0.120 0.132 0.101
Kosa 0.132 0.132 0.058 0.021 0.036 0.049 0.045 0.072 0.217 0.135 0.077 0.073 0.121 0.053 0.088 0.207 0.107 0.133 0.153 0.160 0.138 0.192 0.134 0.165 0.147 130
GuangDong 0.154 0.168 0.138 0.085 0.106 0.071 0.101 0.164 0.160 0.165 0.126 0.163 0.172 0.095 0.155 0.275 0.206 0.140 0.159 0.165 0.190 0.255 0.190 0.182 0.194
GuangXi 0.153 0.176 0.094 0.050 0.072 0.087 0.068 0.107 0.227 0.147 0.123 0.110 0.149 0.090 0.155 0.279 0.178 0.227 0.340 0.216 0.179 0.257 0.165 0.192 0.179
Laoshan 0.153 0.177 0.094 0.050 0.072 0.087 0.069 0.107 0.227 0.147 0.124 0.110 0.149 0.090 0.155 0.279 0.178 0.227 0.340 0.216 0.179 0.257 0.165 0.192 0.179
ShanDong 0.153 0.176 0.094 0.050 0.072 0.087 0.069 0.107 0.227 0.147 0.123 0.110 0.149 0.090 0.155 0.279 0.178 0.227 0.340 0.216 0.179 0.257 0.165 0.192 0.179




Suite du Tableau 3.

GA4 KS1

Boylston Mad23PC Mad24C E182 128S

MO1 .0.209 0.322
MO2 0.189 0318
NEL 0263 0347
NE2 0257 0309 0453
NE5S 0256 0315 0.461
NE6  0.300 0369
NE9 0202 0270 0415
NEL0 0291 0366
NEL2 0436 0.434
NE13b  0.177 0.265
NE14 0205 0276
NE15 0256 0.340
NE19 0203 0278
NE22 0230 0.260

NE23 0433
NE24

Vio 0308 0410
VIO 0120 0225

MAL 0441 0.420
NC1 .0.180
NC2 0.158
NYL 0165 0.186
GAL  0.185 0.182

GA2 0.215
GA3
GA4 0.154
KS1

Boylston  0.189 0.157
Mad23PC 0.160 0.216
Mad24C  0.157 0.214
E182 0.160 0.217
128S 0.154 0.216
E1069  0.160 0.217
AM2 0.161 0.218
Comporta 0.161 0.218
TR1 0.161 0.218

TR2 0.161 0.218
Jap308 0.218
Jap212 0.218
Jap120 0.218

Kasumig2 0.216

Kasumig3 0.148 0.205
Kasumig5 0.130 0.197

Kosa 0.147 0.215
GuangDong 0.222 0.297
GuangXi 0.154 0.265
Laoshan  0.154 0.265
ShanDong 0.154 0.265

0.450
0.453 0.403  0.462 0.444 0.468
0414 0.350 0.425 0.354 0.432

0.388 0.362 0.391 0.436

0.378  0.446 0.392

0295 nan  nan

0243 nan  nan

0.304 nan  nan
0312 0.362

nan

nan
nan
nan

0.398
nan
nan

nan  nan
nan  nan
nan  nan

0.414 0.398
nan  nan
nan  nan
nan  nan
nan

0.442
0.431
0.427

E1069 AM2 Comporta TR1 TR2 Jap308 Jap212 Japl20 Kasumig2 Kasumig3 Kasumigs Kosa GuangDong GuangXi Laoshan ShanDong
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Figure 11 : Représentations graphiques des groupements d’individus obtenus avec Structure, pour les premiéres valeurs de K testées, avec toutes les
zones, natives et envahies, ¢tudiées ici. Chaque barre verticale correspond a un individu et chaque couleur correspond a un groupe. Parmi les
¢chantillons complétement identiques au Japon, en Chine, au Portugal et 8 Madere, un seul a été conservé pour simplifier la lecture : Jap212 pour le

Japon, Laoshan pour la Chine, TR1 pour le Portugal et Mad23PC pour Madg¢re.
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Figure 12 : Moyennes du logarithme de la vraisemblance d’assignation individuelle des échantillons des zones envahies envers les
¢chantillons américains. Parmi les échantillons complétement identiques au Japon, en Chine, au Portugal et a Madére, un seul a été
conservé pour simplifier la lecture : Jap212 pour le Japon, Laoshan pour la Chine, TR1 pour le Portugal et Mad23PC pour Madére.



Analyses ABC

Les analyses ABC préliminaires nous ont permis de déterminer que la meilleure facon
de modéliser les échantillons américains natifs (parmi les modéles considérés) ne considérait
pas de goulot d'étranglement entre la population ancestrale et chacun d'eux. Egalement, elles
ont conduit a baisser l'intervalle de la distribution a priori du taux de mutation moyen a [10°;
10, intervalle qui a été utilisé dans les analyses de comparaison de scenarii.

L'information contenue dans les données génétiques nous a permis de sélectionner
nettement des scenarii dans la grande majorité des analyses ABC réalisées (voir Tableaux 4 et
5). La comparaison de scenarii réalisées en Chine a mis en évidence que la population
envahissante de Laoshan était indépendant de celle de Guangdong, suggérant deux
introductions indépendantes en Chine (voir Tableau 4 pour résultats des comparaisons). Ce
résultat est apparu robuste a un changement de priors, un résultat similaire ayant été obtenu
avec le groupe de priors n°2 (voir Tableau 4). Au Japon, le scenario sélectionné sur la base
des probabilités a posteriori a suggéré que Kasumig3 était indépendant de Kosa quel que soit
le groupe de priors considéré, indiquant également deux introductions indépendantes au
Japon (voir Tableau 4). Les analyses réalisées dans le but d'éclaircir les relations entre la
Chine et le Japon ont révélé que: (i) Kosa était probablement a l'origine de Laoshan,
suggérant une introduction a partir du Japon en Chine (résultat robuste aux modifications de
priors, voir Tableau 4), et que (ii) Guangdong était indépendant de Kosa, indiquant que la
deuxieme introduction suggérée en Chine est possiblement d’origine américaine (résultat
robuste aux modifications de priors, voir Tableau 4). Les relations entre Guangdong et
Kasumig3 n'ont pas été déterminées précisément par les comparaisons de scenarii. Les
résultats sont notamment apparus sensibles aux priors et des résultats différents ont été
obtenus dépendamment du groupe de priors utilisé. Avec le groupe de priors n°1, le scenario

avec évenement d’admixture (mélange entre populations) est apparu le plus probable mais la
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probabilité a posteriori s’est avérée faible avec de plus une erreur de type I trés élevée (voir
Tableau 4). Apres examen plus précis de I’erreur de type I, nous avons observé que lorsque
I'on simulait le scenario avec admixture, tous les scenarii comparés avaient une chance
équiprobable d'étre sélectionné. Cela suggere que nos données génétiques ne nous permettent
pas de différencier les 4 scenarii en compétition dans cette analyse. Avec le groupe de priors
n°2, nous n’avons méme pas pu sélectionner de scenario. Le scenario 1 et le scenario 4 ont
obtenu des probabilités a posteriori trés proches dont les intervalles de confiance se
chevauchaient (voir Tableau 4). Au vu de ce constat, Kasumig3 n'a pas ¢été inclus dans le
scenario d'invasion asiatique, ne pouvant pas étre placé de manicre précise.

Les analyses ABC regroupant toutes les zones envahies ¢tudiées ici ont mis en
¢vidence que les populations portugaises ne venaient pas d’Asie. Une origine américaine est
apparue plus probable (voir Tableau 5). Nous avons obtenu ce méme résultat avec le groupe
de priors n°2. Ce résultat est également apparu robuste aux modifications de priors relatifs au
temps de générations par an. En effet, le nombre de 30 générations par an ne correspond pas a
une connaissance précise mais a une déduction (comme expliqué dans la partie "Matériel et
méthodes"). Nous avons donc testé différents temps de générations pour évaluer I’impact que
pouvait avoir cette déduction sur les résultats, si elle sous-estimait (test a 45 générations/an)
ou si elle surestimait (test a 15 générations par an) le temps de générations réel (mais inconnu
de maniere précise) du PWN. Nous avons constaté que le méme résultat avait été obtenu quel
que soit le nombre de générations par an considéré (voir Tableau 5). Bien que Kasumig3 n’ait
pu étre inclus dans le scenario d’invasion asiatique, nous avons néanmoins vérifié par une
analyse ABC indépendante si cet échantillon pouvait €tre a I’origine du Portugal. Il s’est avéré
que le scenario avec une origine américaine pour le Portugal est apparu plus probable que le

scenario modélisant une origine japonaise (résultats non montrés).
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Finalement, les vérifications réalisées (calculs d’erreurs et adéquation données-
scenario sélectionné) nous ont confortés dans les résultats obtenus. En effet, les erreurs de
type 1 et de type II sont apparues faibles pour toutes les analyses effectuées (I’analyse
Kasumig3 — Guangdong mise a part), ce qui démontre que les scenarii en compétition étaient
bien différenciables. Egalement, les scenarii sélectionnés dans les différentes analyses et leurs
posteriors se sont avérés capables de générer des données proches des données observées.
Aucune statistique observée n’est apparue significativement en marge de la gamme obtenue

par celles simulées (données non montrées).
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Tableau 4 : Résultats des comparaisons de scenarii obtenus par la méthode ABC et réalisées dans le but de clarifier I'histoire de 1'invasion asiatique.
NE2 = échantillon américain natif, Kosa = échantillon japonais, Laoshan = échantillon chinois et Guangdong = échantillon chinois. Les probabilités a
posteriori et leur intervalle de confiance ont été obtenus par régression logistique. Le scenario sélectionné sur la base des probabilités a posteriori et de
leur intervalle de confiance (non-chevauchants) est surligné en vert. Les erreurs de type I et de type II ont été calculé pour ce scenario.

Analyse et scenario Probabilité a posteriori  Intervalle de confiance  Erreur type I Erreur type 11

Analyses - Chine
Groupe de priors n°1 - 30 générations/an

NE2 -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong 0.9415 [0.9304 ; 0.9526] 0,13 0,035
NE2 > Laoshan -> Guangdong 0.0135 [0.0093 ; 0.0176]
NE2 -> Guangdong -> Laoshan 0.0451 [0.0354 ; 0.0548]
Groupe de priors n°2 - 30 générations/an
NE2 -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong 0.7252 [0.6806 ; 0.7697] 0,11 0,09
NE2 -> Laoshan -> Guangdong 0.0716 [0.0526 ; 0.0905]
NE2 -> Guangdong -> Laoshan 0.2032 [0.1646 ; 0.2419]

Analyses - Japon
Groupe de priors n°1 - 30 générations/an

NE2 -> Kosa ; NE2 -> Kasumig3 0.9746 [0.9662 ; 0.9838] 0,17 0,05
NE2 -> Kosa -> Kasumig3 0.0254 [0.0170 ; 0.0338]
Groupe de priors n°2 - 30 générations/an
NE2 -> Kosa ; NE2 -> Kasumig3 0.9965 [0.9951 ; 0.9980] 0,07 0,04
NE2 -> Kosa -> Kasumig3 0.0035 [0.0020 ; 0.0049]

Analyses - Japon / Chine
Groupe de priors n°1 - 30 générations/an

NE2 -> Kosa ; NE2 -> Laoshan 0.2537 [0.1940 ; 0.3135]

NE2 -> Kosa -> Laoshan 0.7463 [0.6865 ; 0.8060] 0,04 0,08

NE2 > Kosa ; NE2 -> Guangdong 0.8576 [0.8166 ; 0.8986] 0,08 0,09
NE2 -> Kosa -> Guangdong 0.1424 [0.1014 ; 0.1834]
NE2 -> Kasumig3 ; NE2 -> Guangdong 0,3405 [0.2963 ; 0.3847]
NE2 -> Kasumig3 -> Guangdong 0,1676 [0.1347 ; 0.2004]
NE2 -> Guangdong -> Kasumig3 0,0679 [0.0352 ; 0.1006]

NE2 -> Guangdong ; NE2+Guangdong -> Kasumig3 0,424 [0.3848 ; 0.4632] 0,75 0,14

Groupe de priors n°2 - 30 générations/an

NE2 -> Kosa ; NE2 -> Laoshan 0.0923 [0.0632 ; 0.1214]

NE2 -> Kosa -> Laoshan 0.9077 [0.8786 ; 0.9368] 0,03 0,06

NE2 > Kosa ; NE2 -> Guangdong 0.8673 [0.8217 ; 0.9130] 0,04 0,02
NE2 -> Kosa -> Guangdong 0.1327 [0.0870 ; 0.1783]

NE2 -> Kasumig3 ; NE2 -> Guangdong 0,3672 [0.3275 ; 0.4069] 137

NE2 -> Kasumig3 -> Guangdong 0,2153 [0.1802 ; 0.2504]
NE2 -> Guangdong -> Kasumig3 0,1041 [0.0766 ; 0.1317]

NE2 -> Guangdong ; NE2+Guangdong -> Kasumig3 0,3134 [0.2760 ; 0.3508]




Tableau 5 : Résultats des comparaisons de scenarii obtenus par la méthode ABC et impliquant toutes les zones envahies. NE2 = échantillon américain
natif, Kosa = échantillon japonais, Laoshan = échantillon chinois, Guangdong = échantillon chinois et TR1 = échantillon portugais. Les probabilités a
posteriori ont été¢ obtenues par régression logistique avec l'option LDA (pour "Linear Analysis Discriminant”, Estoup et al. 2012). Le scenario
sélectionné sur la base des probabilités a posteriori et de leur intervalle de confiance est surligné en vert. Les erreurs de type I et de type II ont été
calculé pour ce scenario.

Analyse et scenario Probabilité a posteriori Intervalle de confiance Erreur type I Erreur type II

Groupe de priors n°1
30 générations/an

NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong ; NE2 -> TR1 0.6041 [0.5848 ; 0.6235] 0,12 0,013
NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong -> TR1 0.0103 [0.0000 ; 0.0428]
NE2 -> Kosa -> Laoshan et TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.1923 [0.1544 ; 0.2302]
NE2 -> Kosa -> Laoshan -> TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.1933 [0.1652 ; 0.2215]
15 générations/an
NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong ; NE2 -> TR1 0.5058 [0.4812 ; 0.5304] 0,11 0,0167
NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong -> TR1 0.0076 [0.0000 ; 0.0393]
NE2 -> Kosa -> Laoshan et TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.2443 [0.2209 ; 0.2677]
NE2 -> Kosa -> Laoshan -> TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.2424 [0.2048 ; 0.2800]
45 générations/an
NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong ; NE2 -> TR1 0.5115 [0.4926 ; 0.5305] 0,13 0,0267
NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong -> TR1 0.0144 [0.0000 ; 0.0369]
NE2 -> Kosa -> Laoshan et TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.2028 [0.1842 ; 0.2214]
NE2 -> Kosa -> Laoshan -> TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.2713 [0.2443 ; 0.2983]
Groupe de priors n°2
30 générations/an
NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong ; NE2 -> TR1 0.6926 [0.6651 ; 0.7202] 0,12 0,0167
NE2 > Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong -> TR1 0.0398 [0.0000 ; 0.0994]
NE2 -> Kosa -> Laoshan et TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.0781 [0.0178 ; 0.1383]
NE2 -> Kosa -> Laoshan -> TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.1895 [0.1205 ; 0.2586]
15 générations/an
NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong ; NE2 -> TR1 0.7658 [0.7378 ; 0.7938] 0,09 0,033
NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong -> TR1 0.0321 [0.0000 ; 0.1210]
NE2 -> Kosa -> Laoshan et TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.0595 [0.0000 ; 0.1492]
NE2 -> Kosa -> Laoshan -> TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.1426 [0.0435 ; 0.2417]
45 générations/an
NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong ; NE2 -> TR1 0.6442 [0.6197 ; 0.6686] 0,1 0,0133 138
NE2 -> Kosa -> Laoshan ; NE2 -> Guangdong -> TR1 0.0287 [0.0000 ; 0.0722]
NE2 -> Kosa -> Laoshan et TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.1025 [0.0604 ; 0.1447]
NE2 -> Kosa -> Laoshan -> TR1 ; NE2 -> Guangdong 0.2246 [0.1743 ; 0.2748]




¢ Discussion

L’objectif principal de cette étude était de clarifier les routes d’invasion du PWN en
comparant différents scenarii d’invasion a 1’aide de la méthode ABC. Le but ultime étant de
déterminer 1’origine des populations européennes.

En marge des routes d’invasion, le premier résultat obtenu dans cette étude est le taux
de mutation faible que nous avons di définir pour nos marqueurs microsatellite. En effet,
nous avons di changer I’intervalle de la distribution a priori du taux de mutation moyen et le
faire passer de 10 — 107 (valeurs pas défaut) a 10° — 10 pour obtenir des distributions a
priori de statistiques résumées simulées convenables vis-a-vis des statistiques résumées
observées. Cela peut paraitre surprenant dans la mesure ou il est généralement admis que le
taux de mutation moyen des marqueurs microsatellite est de I’ordre de 10 (Selkoe & Toonen
2006). Néanmoins, le taux de mutation des marqueurs microsatellite est possiblement
dépendant de la taille du motif et du nombre de répétitions de ce motif (Schlotterer 2000;
Ellegren 2004). Il a en effet ét¢ démontré dans différentes études que le taux de mutation
pouvait effectivement varier en fonction de ces criteres (voir Schug et al. 1997 pour un
exemple chez la drosophile; et Molnar et al. 2012; Phillips et al. 2009 pour des exemples chez
des nématodes). Les marqueurs utilisés dans cette étude sont presque exclusivement des
dinucléotides et le nombre de répétitions des motifs n’excede pas 10 (Mallez et al. 2013), ce
qui peut justifier I’intervalle de la distribution du taux de mutation défini ici et expliquer en
partie la faible diversité rencontrée.

Concernant les routes d’invasion a proprement parlé, nous avons réalisé plusieurs
comparaisons de scenarii de manicre indépendante. Nous avons dans un premier temps étudié
I’Asie, puis dans un second, 1’Asie et I’Europe simultanément. L’ABC peut en théorie
permettre de distinguer des scenarii trés complexes, avec des histoires démographiques

complexes, mais la quantit¢ d'informations contenue dans les données est susceptible de
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limiter la puissance de cette méthode pour les inférences précises (Stocks et al. 2014). Cette
limite a été constatée lors de 1’étude des relations entre Guangdong et Kasumig3. Néanmoins,
la faible diversité génétique mise en évidence chez le PWN ne nous a pas empéché de
sélectionner des scenarii (parmi ceux comparés) avec une probabilité a posteriori élevée et
fiable dans la majorité des analyses effectuées. Nous avons ainsi pu déterminer globalement le
scenario d’invasion mondiale du PWN le plus probable parmi ceux testés grace aux
différentes analyses effectuées.

Les analyses ABC conduites sur les échantillons asiatiques nous ont permis de
démontrer I’existence d’au moins 3 introductions en provenance d’ Amérique du Nord : une en
en Chine via le Japon, une 2°™ en Chine et une 3™ en Europe. De plus, nous avons montré
que le Japon avait connu au moins 2 introductions, dont une en provenance de 1’aire native et
I’autre ayant une origine que nous n’avons pas pu clairement déterminer. Des introductions
multiples en Chine et au Japon sont donc plus probables que des introductions uniques,
contrairement a ce que pouvait laisser penser la faible diversité génétique existante dans ces
zones. Ce résultat a également été suggéré par l’analyse Bayésienne de groupement
d’individus et I’arbre de distances génétiques. Particulierement pour la Chine, ces résultats
viennent appuyer I’hypothése de deux éveénements d’introduction, le premier preés de Nanjing
en 1982 et le second preés de Hong-Kong en 1988, présentée dans Robinet et al. (2009). Ils
contredisent cependant I’hypothése d’une introduction unique avancée par Cheng et al.
(2008). Nous disposions cependant de peu d’échantillons chinois et japonais pour étudier
finement ’histoire asiatique du PWN. De plus, la quantité d’information contenue dans nos
données est aussi apparue limitante. Etudier plus d’échantillons provenant de ces 2 zones

envahies avec un nombre de marqueurs plus important pourrait permettre de préciser les

relations asiatiques et déterminer plus finement le scenario d’invasion asiatique.
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Les analyses intégrant le Portugal ont mis en évidence qu’une origine américaine des
populations européennes était plus probable qu’une origine asiatique, qu’elle soit japonaise ou
chinoise. Ce résultat n’est pas apparu sensible aux changements de priors et s’est avéré
robuste vis-a-vis des étapes de vérification réalisées. Les analyses ABC nous ont ainsi permis
de trancher sur cette question, ce que les méthodes traditionnelles ne nous avaient pas permis
de faire. L’origine américaine des populations portugaises était supportée par les valeurs de
Fst et par la vraisemblance d’assignation individuelle alors que I’analyse Bayésienne de
groupement des individus et I’arbre de distances génétiques avaient quant a eux suggéré une
origine asiatique (voir partie III.1.b, Mallez et al. 2014). La non-concordance entre les
résultats des méthodes traditionnelles et des analyses ABC obtenus sur ce cas d’invasion
nécessite des analyses supplémentaires pour en expliquer l'origine. Nous avons abordé ce
point dans la discussion générale (partie IV.2).

Ce résultat remet en question I’hypothése d’une origine asiatique des populations
portugaises, bien souvent avancée dans la littérature sur la base d'arbres de distances
génétiques (Figueiredo et al. 2013; Fonseca et al. 2012; Metge & Burgermeister 2008;
Valadas et al. 2012; Vieira et al. 2007). Avant le démarrage de ce travail, la majorité de la
communauté "nématode du pin" était quasiment convaincue que 1'Asie était la source des
populations européennes, de sorte que ce résultat constitue une petite révolution. Il souligne
que la génétique des populations, discipline assez peu utilisée dans le domaine de la
nématologie (surtout sur des nématodes parasites de plantes), peut aider a comprendre et a
améliorer nos connaissances sur 1’histoire des nématodes par exemple, comme dans ce projet
(Gilabert & Wasmuth 2013). D’un point de vue appliqué, ce résultat peut contribuer a
prévenir une nouvelle introduction en Europe, en concentrant les efforts sur de meilleurs
contrdles des importations américaines (controles qui se sont peut-étre un peu relachés du fait

de l'idée dominante de I'origine asiatique des populations envahissantes portugaises).
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4. Explorer les raisons du succes de I'invasion

Cette ¢étude constitue une exploration préliminaire des facteurs qui ont pu conditionner
le succes de l'invasion du PWN. Nous ’avons réalisée en comparant, au laboratoire, des

populations naturelles originaires de différentes zones géographiques.

¢ Introduction

L'environnement d'introduction est potentiellement différent de I'environnement de
l'aire native d'un point de vue biotique et abiotique. Les organismes introduits peuvent donc
faire face a de nouvelles conditions environnementales et leur capacité a tolérer ou a s'adapter
a ces nouvelles conditions influence le succes de leur établissement et de leur prolifération
ultérieure (Facon et al. 2006). La sélection naturelle joue ainsi slirement un role important et
des phénomeénes adaptatifs peuvent étre a l'origine du succes des invasions (Lee 2002; Sakai
et al. 2001; Wares et al. 2005). Ces phénomenes adaptatifs peuvent avoir lieu a différents
moments au cours du processus d'invasion et différents scenarii sont possibles (Rey et al.
2012) : (i) adaptation apres 1'introduction (Lee 1999; Lombaert et al. 2010) ou (ii) adaptation
dans l'aire native (Bossdorf et al. 2008; Foucaud et al. 2009; Hufbauer et al. 2012). Ignorer
ces phénomenes peut conduire a des erreurs et mauvaises prédictions concernant le potentiel
envahissant et I'impact écologique des organismes envahissants. Ainsi, déterminer ce qui a
permis a un organisme (une population) de réussir son invasion est crucial pour améliorer
notre connaissance des mécanismes de l'invasion et par conséquent les méthodes de controle.

Comparer les populations envahissantes et leurs populations sources dans 1'aire native
est un moyen de tester I'existence de phénomenes adaptatifs impliqués dans 1'invasion. Cela

permet en effet de mettre en évidence des différences phénotypiques éventuellement
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adaptatives qu'il peut exister entre populations natives et envahissantes correspondantes,
d'évaluer ce qui a pu évoluer au cours de 1'invasion et d'expliquer son succes (Bossdorf et al.
2005; Keller & Taylor 2008).

Dans cette étude, nous avons procédé a de telles comparaisons avec notre modele
biologique, le PWN. Nous avons ainsi exploré¢ par une expérience de laboratoire si des
échantillons de populations native et envahissantes présentaient des différences en terme de

dynamique de croissance.

+» Matériel et méthodes

Echantillonnage des nématodes et préparation de I'expérience

Nous avons analysé 5 échantillons provenant de 4 zones géographiques différentes :
USA (pour l'aire native), Japon, Chine et Portugal (pour les zones envahies, voir Tableau 6
pour le détail de chaque échantillon). Les différents échantillons ont été recus sous forme de
bois infesté et les nématodes vivants ont été extraits apres passage sur tamis des morceaux de
bois imprégnés d'eau pendant 24h. Une suspension de plusieurs centaines a quelques milliers
de nématodes a ainsi été récupérée pour chaque échantillon de bois regu. Quatre cent PWN
nécessaires a I'expérience ont été récupérés un par un a partir de ces suspensions. Ils ont été
différenciés des autres espéces de nématodes présents dans la suspension sur la base de
criteres morphologiques. En effet, la vérification selon des critéres moléculaires nécessitant la
mort du nématode, il nous était impossible de les appliquer sur les spécimens requis pour
l'expérience. Néanmoins, pour chaque échantillon analysé, des nématodes supplémentaires
ont été récupérés et vérifiés par analyses moléculaires. La majorité des nématodes, vérifiés via
les analyses moléculaires, se sont avérés étre des nématodes du pin, confirmant ainsi que

notre tri sur critéres morphologiques était bon. Les 400 nématodes du pin par échantillon
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récupérés pour l'expérience ont permis de réaliser une étape de multiplication sur champignon
(Botrytis cinerea) en boites de Pétri, ayant pour but d'obtenir un nombre suffisant de
nématodes pour l'expérience et de minimiser les effets maternels et environnementaux. Deux
boites de champignon ont été inoculées avec 200 nématodes chacune. Elles ont été incubées a
25°C pendant 3 semaines (soit environ 5 générations). Ces 2 boites de multiplication ont
ensuite été utilisées pour lancer l'expérience proprement dite (présentée ci-dessous).

Il est important de souligner ici que tous les échantillons n'ont pas pu étre traités
simultanément parce qu'ils n'ont pas été recus au méme moment. Une souche de collection,
Bx China, au laboratoire depuis 2008, a donc été utilisée comme souche témoin "fil rouge" et
a été traitée en parallele de chacun des 5 échantillons d'intérét au cours de 5 manipulations

déconnectées dans le temps (voir Tableau 6).

Tableau 6 : Présentation des échantillons comparés dans cette ¢tude et de leur période d'expérience.

Nom de I'échantillon Localisation Periode d'expérience
Aire Native Boylston USA - Mississippi 29 Octobre - 20 Novembre 2013
Jap116 Japan - Iwate - Shiwa 29 Janvier - 20 Février 2013
. . Kasumig3 Japan - Ibaraki - Kasumigaura 28 Aot - 19 Septembre 2013
Aire Envahie . . .
Laoshan Chine - Shandong - Laoshan 8 Janvier - 30 Janvier 2014
H.Comporta Portugal - Setubal - Herdade de Comporta 24 Juin - 16 Juillet 2014
Laboratoire BxChina Chine - Guangdong Toutes les périodes

Déroulement de I'expérience et comptages

L'expérience réalisée dans cette é¢tude a consisté a inoculer des boites de champignon
(Botrytis cinerea) avec une quantité connue de nématodes et a compter le nombre de
nématodes obtenus au bout de 7, 14 et 21 jours. Nous avons ainsi inoculé trente boites de
champignon pour les échantillons d'intérét et 15 boites pour la souche témoin (Bx China) avec
100 nématodes chacune, issus de I'é¢tape de multiplication. L'inoculation, qui nécessitait de
récupérer, un par un, un grand nombre de nématodes, a limité le nombre de boites pouvant
étre traitées simultanément. Au bout de chacune des trois durées (7, 14 et 21 jours), nous

avons compté les nématodes présents dans dix boites pour chaque échantillon d'intérét et cinq
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boites pour la souche témoin. Les nématodes ont été comptés de la maniére suivante :
scarification de la gélose des boites de Pétri avec un scalpel puis passage sur tamis pendant au
moins 18h apres imprégnation d'eau (voir Photo 1 ci-dessous). Nous avons ensuite récupéré
une suspension de nématodes par boite et avons effectué trois comptages par suspension. Le
nombre total de nématodes par boite a été obtenu en moyennant trois comptages de 1ml de
suspension (réalisés avec des lames a compter) et en multipliant cette moyenne par le volume

totale de la suspension récupérée.

Photo 3 : Passage de 10 boites passées sur tamis pour récupération des
nématodes en vue des comptages.

Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel R version 2.14.2 (R
Development Core Team 2012).

Nous avons tout d’abord cherché a savoir si les 5 périodes d'expérience avaient eu un
impact sur les comptages de la souche témoin a chaque durée (soit au bout de 7, 14 et 21
jours). Des tests de Kruskal-Wallis par durée ont donc été réalisés avec les données de
comptage de la souche témoin. Des différences significatives de comptages de la souche
témoin ont été constatées entre les 5 périodes d'expérience (voir Résultats). Nous avons donc
tenu compte des comptages de la souche témoin pour analyser les comptages de chaque

¢chantillon d'intérét. Ainsi, pour chacune des 5 périodes d'expérience, nous avons divisé les

145



10 comptages obtenus a chaque durée pour chaque échantillon d'intérét par la moyenne des
comptages de la souche témoin. Ce ratio nous a permis de tenir compte d’un possible biais dit
a la désynchronisation des expériences en 5 périodes. Il a constitué la variable a expliquer qui
a été analysée dans les analyses présentées ci-dessous.

Les variations de ce ratio ont été analysées grace a des modeles linéaires généralisés
(GLM) en considérant le logarithme du ratio des comptages et une famille d’erreur
gaussienne. Nous avons tout d'abord procédé a une comparaison de modeles sur la base du
critere d'information d'Akaike (AIC) pour sélectionner le modele expliquant le mieux nos
données (soit les variations du ratio des comptages). Trois modeles ont été comparés :

(1) log(ratio) ~ durée
(2) log(ratio) ~ échantillons + durée
(3) log(ratio) ~ échantillons * durée

La variable "durée" correspond aux différentes durées avant comptage (7, 14 et 21
jours) et a été considérée comme un facteur (a 3 modalités) car nous n’avions pas de raison de
considérer un mod¢le linéaire pour la durée (bien qu’un modele logistique aurait
éventuellement pu étre utilisé, mais aurait "consommé" autant de degrés de liberté qu’un
facteur qualitatif). La variable "échantillons" correspond aux différents échantillons analysés
dans cette expérience (5 modalités). La comparaison de modeles nous a conduits a
sélectionner le modéle n°3, avec interaction (voir Résultats). Nous avons donc procédé a des
analyses durée par durée. Ainsi, pour chaque durée, nous avons réalis¢ un GLM avec le
logarithme du ratio des comptages comme variable a expliquer et la variable "échantillons"
comme variable explicative. Nous avons ensuite utilis¢ la fonction "glht" du package R
"multcomp" pour obtenir toutes les comparaisons d'échantillons grace a la méthode post-hoc

de Tukey (Bretz et al. 2010).
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Ayant conscience que le choix d'une famille gaussienne pour la réalisation des GLM
est critiquable, nous avons donc également procédé a des tests non-paramétriques pour
analyser les variations du ratio calculé précédent. Dans un premier temps, nous avons réalisé
un test de Kruskall-Wallis durée par durée pour chercher a savoir s'il existait des différences
de ratio entre les différents échantillons. En cas d’un résultat significatif du test de Kruskal-
Wallis, nous avons procédé a des comparaisons multiples entre paires d'échantillons. Nous
avons pour cela utilis¢ la méthode de comparaisons multiples décrite dans Siegel & Castellan
(1988 pages 213 — 214) et implémentée dans la fonction "kruskalmc" du package R
"pgirmess". Dans un second temps, nous avons €tudi¢ plus précisément les différences qu'il
pouvait exister entre 1'échantillon natif, Boylston, et les échantillons des différentes zones
envahies. Nous avons donc réalisé des tests de Wilcoxon entre Boylston et les différents
¢chantillons des zones envahies pour déterminer quel(s) échantillon(s) envahissant(s) étai(en)t
différent(s) de I’échantillon natif. Pour ces derniéres comparaisons, des tests multiples et non
indépendants étant réalisés, le seuil de significativité a été ajusté par la méthode de Bonferroni

séquentielle (Sokal & Rohlf 1995).

% Résultats

Dans certaines boites de Pétri, les nématodes inoculés ne se sont pas multipliés, ce qui
a conduit a des valeurs de comptage aberrantes. Ces valeurs aberrantes (1 pour les boites de la
souche témoin et 5 pour I’ensemble des 150 boites des échantillons d'intérét) ont été
supprimées du jeu de données dans la mesure ou elles perturbaient les résultats (résultats non
montrés). Un patron de croissance similaire a été obtenu pour les différentes répétitions de la
souche témoin (correspondant aux 5 périodes d’expérience) et pour les échantillons d’intérét.
Ce patron présente deux phases : une phase de croissance, avec 1’augmentation du nombre de

nématodes a 7 et 14 jours et une phase de plateau, entre 14 et 21 jours (voir Figure 13).
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Figure 13 : Logarithme du nombre moyen de nématodes (+ I'erreur standard) obtenus a 7, 14 et
21 jours apres inoculation pour les différentes répétitions de la souche témoin, BxChina, en haut,
et pour les échantillons d’intérét en bas. La durée "0" correspond a I'inoculation (100 nématodes
par boite de Pétri).
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Au sein de chaque durée considérée, les comptages de la souche témoin ne sont pas
apparus homogenes entre les 5 périodes d'expérience (tests de Kruskal-Wallis a 7, 14 et 21
jours, p = 0.0120, 0.0123 et 0.0127 respectivement, voir Figure 13). Ce résultat a impliqué de
tenir compte des comptages de la souche témoin pour analyser les comptages des échantillons
d'intérét. Nous l'avons fait en créant la variable "ratio" comme expliqué dans la partie
"Analyses statistiques" du matériel et méthodes.

En ce qui concerne 1'é¢tude des variations de la variable "ratio", nous avons sélectionné
le modéle n°3 [log(ratio) ~ échantillons * durée] sur la base de 1'AIC, impliquant que les
différences entre ¢chantillons variaient en fonction de la durée de croissance (AIC des
modeles n°1, 2 et 3 : 412.06, 399.7 et 383.4, respectivement). Des GLM durée par durée ont
donc été réalisés. La distribution de leurs résidus s’est avérée globalement satisfaisante, c'est-
a-dire relativement proche d'une gaussienne. Les résultats des GLM sont représentés dans la
figure 14. A 7 jours, aucune différence n'a été observée entre les différents échantillons des
zones envahies (comparaisons multiples aprés le GLM, p = 0.253 a 0.999). Seuls deux
échantillons des zones envahies, Jap116 et Laoshan, sont apparus significativement différents
de I'échantillon natif, Boylston (comparaisons multiples aprés le GLM, p = 0.02917 et
0.00115 respectivement). A 14 jours, des différences significatives ont été observées entre
Laoshan et Boylston (marginale) et Laoshan et Kasumig3 (comparaisons multiples apres le
GLM, p = 0.05326 et 0.00895 respectivement). Enfin, a 21 jours, I'échantillon portugais,
H.Comporta, a présenté un logarithme du ratio positif significativement différent des ratios
négatifs des autres échantillons (comparaisons multiples apres le GLM, p = 0.001, 0.0191,
0.001 et 0.006 pour les comparaisons avec Japll6, Kasumig3, Boylston et Laoshan,

respectivement).
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Figure 14 : Moyenne du logarithme du ratio obtenu en divisant les comptages des échantillons
par la moyenne des comptages de la répétition de la souche témoin correspondante (+ l'erreur
standard). Les analyses ont été réalisées durée par durée et des lettres différentes au sein de
chaque durée symbolisent des différences significatives (d'apres les GLM réalisé€s). Boylston
est 1'échantillon natif et Jap116, Kasumig3, Laoshan et H.Comporta sont les échantillons des
zones envahies.

Les résultats des tests non-paramétriques sont globalement concordants avec les GLM
réalisés. Tous les tests de Kruskal-Wallis réalisés par durée se sont avérés significatifs,
suggérant qu'il existait des différences significatives entre les différents échantillons (p =
0.0084, 0.0151 et 0.001 pour les tests réalisés a 7, 14 et 21 jours respectivement). Les
comparaisons multiples réalisées ensuite ont permis de montrer que les résultats des tests de
Kruskal-Wallis étaient dus a des différences significatives entre Boylston et Laoshan a 7
jours, Kasumig3 et Laoshan a 14 jours, et Boylston et H.Comporta, ainsi que Japl16 et
H.Comporta a 21 jours. Les comparaisons entre Boylston et les différents échantillons des
zones envahies ont de plus mis en évidence des différences significatives entre Boylston et

Japl116 a 7 jours (test de Wilcoxon, p = 0.0029, significative aprés correction) et entre
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Boylston et Laoshan a 14 jours (test de Wilcoxon, p = 0.0052, significative aprés correction).
Ainsi, seules deux différences significatives a 21 jours observées avec les GLM, Kasumig3 -
H.Comporta et Laoshan - H.Comporta, n'ont pas été mises en évidence avec les tests non-

paramétriques.

¢ Discussion

Dans cette étude, nous avons comparé le nombre de nématodes obtenus au bout de 7,
14 et 21 jours de croissance, a partir d'un inoculum connu de 100 individus, pour différents
¢chantillons de populations naturelles de PWN. Les différents échantillons ont été traités a des
périodes différentes. Une souche témoin a donc été traitée en parallele de chaque échantillon
d'intérét pour tenir compte du manque de synchronisation de notre expérience. Nous avons
mis en évidence des différences significatives entre les 5 périodes d'expérimentation, ce qui a
justifié I’utilisation de la souche témoin pour analyser les données de comptage obtenues pour
les différents échantillons d'intérét. Pour tenir compte des différences observées chez la
souche témoin, nous avons crée la variable "ratio", obtenue en divisant les valeurs de
comptages des différents échantillons d'intérét par la moyenne des comptages de la répétition
de la souche témoin correspondante et ce pour chaque durée. Cette variable nous a permis de
comparer les différents échantillons d'intérét en corrigeant le biais di a la désynchronisation
de l'expérience et donc de tenir compte des variations temporelles, induites par les différentes
périodes de l'expérience. Nous sommes pleinement conscients que cette variable ne prend en
revanche pas en compte des différences de variance qu’il pourraient y avoir entre les périodes
d’expérimentation, différences qui pourraient avoir un impact sur les tests réalisés. Une
réflexion approfondie sur ce point est nécessaire et sera menée.

L'analyse de cette variable a mis en évidence des différences significatives entre les

¢chantillons, que ce soit entre les échantillons des zones envahies ou entre les échantillons des

151



zones envahies et I'échantillon natif. Deux échantillons de populations envahissantes, Laoshan
et Japl16, présentent un ratio positif significativement plus grand que 1'échantillon de la
population native a 7 jours, soit pendant la phase de croissance. Bien que les résultats ne
soient pas apparus significatifs, la méme tendance a été retrouvée pour les autres échantillons
envahissants. Ce résultat suggére que les échantillons envahissants tendent a présenter une
croissance plus rapide que I'échantillon natif. Egalement, a 21 jours, seul l'échantillon
envahissant H.Comporta présente un ratio positif et significativement différent de ceux des
autres échantillons. Il apparait donc que, dans un environnement similaire, pendant la phase
de plateau de la croissance, H.Comporta peut constituer une population de plus grande taille
que les autres échantillons, suggérant une meilleure capacité compétitive. Ainsi, les
différences observées entre échantillons mettent en évidence l'existence de variabilité
génétique sur des traits liées a la vitesse de croissance et peut-&tre aux capacités compétitives
(qui doivent étre explicitement évaluées par une expérience dédiée). Elles suggerent donc que
les populations envahissantes ont pu subir des changements évolutifs expliquant la réussite de
l'invasion du PWN ou que l'invasion s'est faite a partir d'une population native qui a des
caractéristiques génétiques différentes de celles de Boylston. Nous ne pouvons pas trancher
entre ces deux hypotheéses mais des améliorations du dispositif expérimental peuvent étre
apportées, qui pourraient fournir des informations complémentaires pertinentes.

La possibilit¢ de recevoir des échantillons de bois infesté a conditionné les
¢chantillons analysés. Ils n'ont donc pas été¢ choisis de manicre optimale, surtout au vu des
résultats concernant les routes d'invasion (voir partie II1.3), ce qui représente une limite
importante de cette expérience. En effet, la comparaison entre populations sources et
populations envahissantes nécessite une bonne connaissance des routes d'invasion pour ne pas
conduire a des résultats erronés (Estoup & Guillemaud 2010). Cette expérience pourrait donc

étre améliorée en choisissant notamment des échantillons natifs plus appropriés. En effet, le
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seul échantillon de I'aire native étudié ici, Boylston, s'avére trés différencié génétiquement des
autres échantillons de l'aire native et des échantillons envahissants que nous avons étudiés lors
de ce projet. Cet échantillon n'est donc ni un bon représentant de l'aire native ni la source la
plus probable des échantillons envahissants. De plus, au vu de la variation inter-échantillons
et du niveau de structuration existant dans 1'aire native, analyser plusieurs échantillons natifs
apparait nécessaire pour avoir une vision claire des différences phénotypiques qu'il peut
exister entre populations natives et entre populations natives et envahissantes. De méme, dans
la mesure ou de la variabilité sur des traits d'histoire de vie a été mis en évidence ici dans les
zones envahies, analyser plusieurs échantillons par zone envahie pourrait aussi permettre
d'affiner les résultats. La mise en évidence d'événements d'introductions multiples au Japon et
en Chine justifie aussi la nécessité d'analyser différents échantillons de zones envahies.

En outre, 1'échantillon natif que nous avons utilisé représente une population naturelle
native issue d'un pin exotique sensible. Bien que cela soit logistiquement plus compliqué a
obtenir (du fait de 1’absence de symptomes dans le cas des pins natifs infestés), analyser des
échantillons de populations naturelles natives présentes sur les arbres natifs serait utile pour
préciser les raisons du succes de 1'invasion du PWN. 1l est en effet possible que le passage du
PWN d'arbres natifs, qui ne souffrent pas de la PWD, aux arbres exotiques sensibles dans
l'aire native ait pré-adapté le nématode a envahir en dehors de son aire native (comme suggéré
par I'hypotheése de 1'AIAI présenté dans Hufbauer et al. 2012). Comparer les capacités des
trois catégories d'échantillons - échantillons de populations naturelles natives d'arbres natifs,
de populations naturelles natives d'arbres sensibles et de populations envahissantes - pourrait
permettre d'avoir une vision claire des différences qu'il peut exister entre ces trois catégories

et donc de déterminer l'histoire ayant conduit le PWN a réussir son invasion.
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IV. DISCUSSION GENERALE

Dans ce projet, nous avons étudié¢ un cas précis d'invasion biologique, celui du PWN.
L'objectif principal, au-dela de développer les outils nécessaires a la réalisation de ce projet,
¢tait d'analyser la diversité génétique des populations mondiales de PWN en lien avec
l'invasion. Il s'agissait notamment de déterminer in fine les routes d'invasion du PWN, et plus
précisément l'origine des populations européennes et le nombre d'événements d'introduction
qui ont eu lieu en Europe.

Dans la premiere partie de cette discussion générale, nous revenons sur les principaux
résultats obtenus et présentons les limites et les perspectives de nos travaux. Dans la seconde,
nous discutons de certains aspects des méthodes utilisées, qui nous ont interpelés au cours de

cette these.

1. Invasion du nématode du pin

a. Principaux résultats

+* Fonctionnement des populations

Avant de s'atteler a l'identification des routes d'invasion, nous nous sommes intéressés
a l'aire native et avons tenté de déterminer le fonctionnement des populations naturelles
natives de PWN, ce qui est utile pour comprendre les caractéristiques d'une invasion. Nos
analyses sur les échantillons américains ont mis en évidence une diversité génétique faible a
modérée dans une partie de 1'aire native et un niveau de diversité génétique variable entre les
¢chantillons étudiés. De plus, une structure génétique tres forte et a fines échelles a également
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été¢ soulignée par les tests de différenciation génotypique et les analyses Bayésiennes de
groupement d'individus effectués. Il s'avére donc que les populations naturelles natives de
PWN souffrent de dérive génétique importante, qui n'est pas compensée par une dispersion
efficace par l'insecte vecteur. Les capacités de dispersion supposées limitées de l'insecte
vecteur peuvent expliquer ces résultats (Shibata 1986; Togashi 1990, pour des exemples avec
le vecteur japonais). Egalement, le PWN fait partie d'un systéme biologique complexe comme
expliqué en partie 1.1 et doit s'affranchir de différents obstacles pour se reproduire dans
l'arbre, ce qui peut, au-dela des capacités de dispersion de l'insecte, limiter sa dispersion

(Kobayashi et al. 1984; Linit 1988; Togashi 1985).

+» Introduction et routes d'invasion

Les différentes zones envahies étudiées ici, le Japon, la Chine et le Portugal/Madere,
ont toutes présenté une diversit¢ génétique faible, voire extrémement faible, avec de
nombreux alléles fixés. Ce résultat peut étre expliqué par la faible diversité intra - échantillon
dans l'aire native et par l'introduction d'un petit nombre d'individus. Bien que la relation
diversité génétique neutre et capacités d'adaptation ne soit pas évidente (Dlugosch & Parker
2008; Dlugosch & Parker 2008; Reed & Frankham 2001), cette faible diversité génétique peut
laisser penser que les capacités d'adaptation des populations envahissantes sont limitées (Reed
& Frankham 2003; Willi et al. 2006). Ceci peut étre un atout a considérer lors du
développement de méthodes de lutte. Par exemple, il est légitime de supposer que le PWN
aura des capacités réduites pour développer de la résistance contre des agents ou substances
biologiques employés contre lui (comme des champignons, Wang et al. 2011, ou produits
naturels dérivés des plantes, Faria et al. 2013) ou pour contrecarrer les défenses d'arbres
résistants, suggérant que les efforts doivent étre dirigés vers le contrdle biologique et/ou la

création d'arbres résistants. Cette faible diversité génétique nous a également laissé supposer
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qu'un seul éveénement d'introduction avait eu lieu dans les différentes zones envahies.
Précisément, en Europe, les populations de I'ille de Madére et les populations du centre du
Portugal ont présenté les mémes alleles fixés que ceux observés au Portugal et prés du point
d'introduction respectivement, suggérant fortement un seul événement d'introduction au
Portugal, puis une expansion vers le centre du pays, ainsi qu’une introduction du Portugal
continental vers 1'lle de Madere.

Les méthodes traditionnelles ne sont pas apparues concluantes pour déterminer
l'origine des populations européennes. En effet, celles-ci ont présenté des résultats non-
concordants, ce qui a justifi¢ l'utilisation de la méthode ABC pour clarifier l'invasion du
PWN. Au moins 3 introductions en provenance d’Amérique du Nord ont eu lieu : deux en
Chine dont une via le Japon et une 3°™ au Portugal. De plus, deux introductions
indépendantes ont eu lieu au Japon, dont au moins une en provenance de l’aire native.
L'histoire de l'invasion asiatique s'est donc avérée bien plus complexe que la faible diversité
génétique nous l'avait laissé supposer et des évenements d'introductions multiples sont
apparus plus probables que des éveénements d'introduction unique au Japon et en Chine. Le
faible nombre d'échantillons asiatiques et la faible variabilité génétique des marqueurs utilisés
ont limité la précision qu'il nous était possible d'atteindre dans cette étude. Des analyses
supplémentaires sont donc nécessaires pour affiner ces résultats. Néanmoins, pour ce qui nous
intéressait principalement dans ce projet, c'est-a-dire l'origine des populations européennes,
I'ABC nous a permis de désigner I'Amérique du Nord comme la source la plus probable et
d'exclure le Japon et la Chine comme sources potentielles.

Les analyses réalisées ici nous ont ainsi permis de clarifier en partie les routes
d'invasion du PWN et particulierement I'histoire de l'invasion européenne. Un événement

d'introduction unique au Portugal en provenance de l'aire native, puis une introduction du

Portugal continental vers 1'lle de Madeére s'avere donc le scenario le plus probable d'apres les
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analyses effectuées. Ce résultat contredit l'origine asiatique des populations européennes
suggérée dans plusieurs études (Figueiredo et al. 2013; Fonseca et al. 2012; Metge &
Burgermeister 2008; Valadas et al. 2012; Vieira et al. 2007), ainsi que I'hypothese
d'introductions multiples au Portugal avancée par Valadas et al. (2012). La non-concordance
entre les résultats des méthodes traditionnelles et des analyses ABC obtenus sur ce cas
d’invasion nécessite des analyses supplémentaires pour I’expliquer. La portée de I’explication
dépasse largement notre cas d’étude. Nous avons donc abordé ce point dans la deuxiéme

partie de cette discussion générale (partie IV.2.b).

+» Raisons du succes

L'identification des routes d'invasion permet de réaliser des comparaisons entre
populations sources et populations envahissantes pour tenter de déterminer les facteurs qui ont
conditionné le succes d'une invasion biologique. De manicre trés préliminaire, nous avons
exploré cela chez le PWN. Nous avons ainsi comparé¢ le nombre de nématodes obtenus a
partir d'un inoculum connu au bout de 7, 14 et 21 jours pour des échantillons natif et
envahissants. Cette étude a mis en évidence des différences significatives entre les
¢chantillons analysés, de sorte que les échantillons envahissants tendaient notamment a
présenter une croissance plus rapide que l'échantillon natif. Ces résultats suggerent que les
populations envahissantes du PWN ont peut-étre subi des changements évolutifs, pouvant
expliquer le succés de leur invasion. Néanmoins, comme évoqué partie I11.4, une analyse plus
approfondie, précisément une expérience intégrant plus d'échantillons natifs et envahissants
ainsi que des échantillons natifs plus appropriés, est nécessaire pour avoir une vision claire
des différences phénotypiques qu'il peut exister entre populations natives et entre populations

natives et envahissantes.
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Outre I'hypothése de changements évolutifs dans les populations envahissantes qui
nécessite d'étre approfondie, deux autres hypothéses non-exclusives peuvent étre avancées
pour expliquer l'invasion du PWN. (i) La présence d'hdtes sensibles et d'insectes vecteurs
dans les zones envahies (Akbulut & Stamps 2012; Evans et al. 1996), couplée a la supériorité
compétitive du PWN vis-a-vis d’espéces natives proches, comme Bursaphelenchus
mucronatus (Cheng et al. 2009; Vincent et al. 2008), peuvent avoir facilité I'invasion du PWN
sans que des changements adaptatifs soient nécessaires. Cette hypothése abordée dans Mallez
et al. (2014) peut expliquer le succes de l'invasion en dépit d'un manque de diversité
génétique. (ii) Il est enfin possible que le passage du PWN d'arbres natifs, qui ne souffrent pas
de la PWD, aux arbres exotiques sensibles dans l'aire native ait pré-adapté le nématode a
envahir en dehors de son aire native, comme suggéré par 'hypothése de I'AIAI (Hufbauer et

al. 2012) et évoqué partie I11.4.

+» Effet "collection"

Un peu en marge des objectifs initiaux de ce projet, nous nous sommes intéressés a ce
que nous avons appelé 'effet "collection". Dés la mise au point des marqueurs microsatellites,
nous avons constaté une différence en terme de diversité génétique entre les échantillons de
populations naturelles que nous avons obtenus et les souches de collection que le laboratoire
possédait. Dans la mesure ou de nombreuses études sur le PWN sont réalisées a 1'aide de
souches de collection, nous avons jugé utile d'explorer plus précisément ces différences. Pour
cela, nous avons comparé les niveaux de diversité génétique et de différenciation existants
entre des ¢échantillons de populations naturelles et des souches de collection de 1'aire native.
Nous avons également simulé in silico le maintien d'une souche au laboratoire pour évaluer

l'effet du maintien en collection sur la diversité¢ génétique de la souche.
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L’analyse des données a révélé des différences significatives entre les échantillons de
populations naturelles et les souches de collection. En ce qui concerne la diversité génétique,
le sens des différences est apparu dépendant de 1’age de la souche de collection. Nous avons
en effet mis en évidence que les échantillons de populations naturelles étaient
significativement moins diversifiés génétiquement que les souches récentes de collection mais
plus diversifiés que les vieilles souches de collection. Concernant le niveau de différenciation,
les vieilles souches sont apparues génétiquement plus différenciées entre elles et avec les
¢chantillons de populations naturelles et les souches récentes de collection, que ces dernicres.
Les simulations réalisées ont confirmé les résultats obtenus par 1’analyse de données vis-a-vis
de la diversité génétique. En effet, de maniere tout a fait inattendue, nous avons observé que
le maintien en collection d’un échantillon de populations naturelles permettait d’augmenter sa
diversité. En revanche, la survenue d’accidents lors du maintien la diminuait. Ce résultat est
surprenant. Il contredit les hypothéses que nous avions initialement envisagées sur 1’effet que
pouvait avoir le maintien en collection sur la diversité génétique et va a I’encontre de ce qui
est couramment observé lorsque des comparaisons populations naturelles — souches de
collection sont réalisées. Beaucoup d’études montrent en effet une baisse de la diversité
génétique dans les souches de collection par rapport aux populations naturelles (Arias et al.
2005; Bech et al. 2010; Ciosi et al. 2014; Coe et al. 2009; Fiumera et al. 2000; Norris et al.
2001; Nowak et al. 2007; Stohler et al. 2004), ce qui s’explique trés bien par le confinement
des souches de collection et donc I’absence de flux de genes, et par les effets de fondation lors
de la mise en collection.

L’augmentation de la diversité peut néanmoins s’expliquer par la simplification du
cycle de vie du PWN au laboratoire : de trés grandes tailles efficaces sont ainsi atteintes,

limitent la dérive et permettent une augmentation de la diversité par 1’accumulation de
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mutations. De plus, la taille réduite de I’environnement des nématodes au laboratoire (boites
de Pétri), permet un meilleur brassage des nématodes, diminuant la force de la dérive.

Bien qu'il soit nécessaire de clarifier le sens des différences observées, cette étude
illustre les différences significatives qui peuvent exister entre les échantillons de populations
naturelles et les souches de collection. Les effets observés peuvent biaiser les interprétations
des résultats obtenus au laboratoire et mener a des conclusions erronées. D’autant plus lorsque
les caractéristiques de la souche de collection, comme son niveau de diversité originelle, le
nombre de fondateurs utilisés pour I’initier ou encore son age, ne sont pas précisément
connues, comme cela peut étre le cas chez le PWN. Finalement, cette étude démontre aussi
I’importance et I'utilité des simulations pour appréhender I’effet "collection" chez le PWN.
Les simulations nous ont permis de reproduire le maintien d’une souche de collection en
controlant les paramétres démographiques et de tester des hypothéses (I’impact des accidents
par exemple). Elles nous ont ainsi permis d'évaluer l'effet du maintien sur la diversité de
maniére dynamique, ce qui est rarement possible ou logistiquement compliqué et ce qui nous
a aidé a proposer des hypothéses expliquant les résultats obtenus en analysant les données

génétiques.

b. Limites et perspectives

Dans ce projet, nous avons rencontré plusieurs obstacles dans ce projet, qui ont
quelque peu limité la portée de nos travaux et qui nous ont parfois empéchés de mener a bien
certaines analyses qui auraient aidé a améliorer la connaissance que l'on a de ce cas
d'invasion. Ces limites sont présentées ici.

Le premier obstacle que nous avons rencontré a ¢été la difficulté d'obtenir des

¢chantillons de populations naturelles et de fagcon criante des échantillons vivants de
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populations naturelles. Ce sont des collaborations et I’envoi massif de courriels (qui sont
souvent restés sans réponse) qui nous ont permis d’obtenir les échantillons analysés dans ce
projet. Le statut d’espéce de quarantaine du PWN a compliqué et ralenti 1’envoi des
¢chantillons ou a nécessité I’envoi d’individus morts (autorisations non nécessaires dans ce
cas), ce qui a bien évidemment limité ’utilisation qu’il pouvait en étre fait. Nous n'avons pas
procédé nous-mémes a l'échantillonnage sur le terrain et donc nous n'avons pu ni controler ni
adapter le design de celui-ci en fonction des questions posées. Pourtant, pouvoir réaliser notre
propre échantillonnage, particuliérement dans l'aire native, aurait probablement contribué¢ a
améliorer la compréhension du fonctionnement des populations naturelles de PWN. En effet,
cela aurait permis d'étudier plus finement I'échelle de structuration des populations, par
exemple en analysant différents échantillons de différentes parties d'un méme arbre pour
explorer la structure intra-arbre. Dans le méme ordre d’idée, réaliser un vrai échantillonnage
hiérarchique (plusieurs groupes d'arbres dans plusieurs localités) aurait permis d'affiner notre
compréhension de la structuration des populations et indirectement de mieux appréhender la
dispersion du PWN. Couplé a des patrons paysagers différents - arbres relativement isolés
versus foréts denses - un tel échantillonnage nous aurait permis d'approfondir ce point et de
tester si la dispersion était fonction de l'environnement. Enfin, réaliser un échantillonnage
temporel aurait permis d'estimer la taille efficace des populations naturelles, en étudiant les
différences de diversité génétique au cours du temps. Information qu'il aurait été utile de
connaitre pour la confronter a la diversité intra-arbre observée, pour étudier I'effet "collection"
chez le PWN, pour définir plus précisément les priors dans les analyses ABC et pour rendre
compte de I’efficacité de la transmission via le vecteur.

Le deuxiéme obstacle réside dans la faible - voire I'absence de - diversité génétique
que nous avons observée dans les populations naturelles de PWN, particuliérement dans les

zones envahies. Au-dela d'avoir peut-étre perturbé certaines des analyses effectuées (point
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discuté dans la partie suivante et les parties IV.2.a et IV.2.b), cette faible diversité nous a
empéché d'étudier I'expansion post-introduction des populations européennes du PWN, sujet
que nous voulions initialement aborder. En effet, en plus de l'intérét théorique d'améliorer les
connaissances des processus de colonisation/dispersion, étudier 1’expansion des populations
envahissantes aurait notamment ¢été¢ utile d'un point de vue appliqué dans notre cas. Cela
aurait permis d'évaluer les effets des moyens actuels de confinement de I’infestation du PWN,
c'est-a-dire la coupe franche de pins autour des foyers, pour tenter de les améliorer. Nous
aurions ainsi pu déterminer, par des analyses de groupement d'individus spatialement
explicites (Chen et al. 2007; Guillot et al. 2005) ou en testant 1'isolement par la résistance
(McRae 2006; McRae & Beier 2007), si les discontinuités géographiques, créées par les
coupes, avaient réellement un impact sur la structure génétique spatiale des populations de
PWN, c'est-a-dire indirectement sur la dispersion de l'insecte vecteur. Nous avions enfin l'idée
de réaliser des études conjointes de génétique des populations sur le PWN et son insecte
vecteur au Portugal, qui n'ont pas non plus été possibles en raison de l'absence de diversité
génétique.

Egalement et comme déja abordé a différentes reprises tout au long de la présentation
de nos travaux, des analyses approfondissant certains aspects de nos travaux sont nécessaires.
Elles représentent autant de perspectives, que nous avons reprises ici.

Tout d'abord, l'analyse d'échantillons de populations naturelles natives d'arbres natifs
est une perspective importante. Ces populations constituent probablement le vrai
compartiment naturel natif et celui-ci n'a malheureusement pas été étudi¢ dans ce projet. Il est
en effet tres difficile d’y accéder étant donné que les arbres natifs ne souffrent pas de la PWD
et n’ont de ce fait pas de symptomes apparents. Pourtant, obtenir ces populations permettrait
de tester I'hypothese de I'AIAI (Hufbauer et al. 2012) et d'affiner et compléter les résultats de

l'expérience exploratoire que nous avons réalisée sur la croissance du PWN. En effet, nous
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pourrions ainsi déterminer si le PWN ¢était pré-adapté a envahir, en comparant les
performances d'échantillons de populations naturelles natives d'arbres natifs, natives d'arbres
exotiques et envahissantes. En outre, des mesures phytosanitaires sont également prises dans
l'aire native et quand des arbres exotiques infestés par le PWN sont détectés, ils sont détruits.
Il serait donc important de savoir si les populations naturelles natives retrouvées sur arbres
natifs participent et s'integrent dans la dynamique du PWN. Par exemple, déterminer si ces
populations constituent des populations sources, des réservoirs "infectieux", est indispensable
pour mieux appréhender le PWN dans 1'aire native.

Finalement, préciser et améliorer notre compréhension de 1'effet "collection" chez le
PWN représente une seconde perspective. La plupart des collections de PWN n’ont pas été
mises en place dans le but d'utiliser les souches pour réaliser des analyses de génétique des
populations. Leur création n’a donc pas pris en compte certains facteurs importants pour de
telles analyses, tels que la diversité originelle des populations naturelles dont sont issus les
échantillons mis en collection, le nombre de fondateurs nécessaires au maintien de cette
diversité originelle... Bien que cela soit trés probablement lourd a mettre en ceuvre, réaliser
un suivi expérimental de la diversité génétique d'une souche de collection sur le long terme
pourrait apporter des informations utiles. Ce suivi permettrait d'évaluer concrétement la
diversité au cours du maintien de maniére dynamique et l'impact des caractéristiques de
I'établissement de la souche sur la diversité, tout en vérifiant les résultats obtenus a partir des
simulations. Cela serait utile pour améliorer le protocole de maintien en vue de limiter les
changements génétiques vis-a-vis de la population originelle. En effet, s'il s'avere que les
simulations effectuées ont fidélement reproduit ce qui se passe réellement dans la collection,

elles pourraient constituer un outil utile et pratique pour la gestion des souches.
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2. Au-dela de ce cas d'invasion

Pendant les analyses réalisées tout au long de ce projet, certains résultats obtenus avec
des méthodes "consacrées" en génétique des populations nous ont étonnés et interpelés. Nous
avons déja évoqué la faible diversité génétique de notre modele d’étude pour tenter
d’expliquer cela et il est vrai que cette faible diversit¢ nous a un peu perturbés. Mais
finalement, elle a également pu étre bénéfique. En effet, méme si les divergences rencontrées
ici entre différentes mesures et méthodes sont peut-&tre inhérentes au faible niveau de
diversité rencontré, elles soulévent tout de méme des interrogations. Loin de pouvoir apporter
des réponses définitives a ces interrogations, nous pensons néanmoins qu'il est utile d'en
discuter. Nous sommes donc revenus dans cette partie sur les mesures de différenciation (Fst
et D de Jost) et sur la non-concordance entre les méthodes traditionnelles et la méthode ABC.
De plus, indépendamment du niveau de diversité génétique et de ses conséquences, ce projet a
regroupé deux disciplines qui se rencontrent peu, la nématologie et la génétique des

populations. Nous avons discuté les avantages que cette rencontre peut apporter.

a. Mesures de différenciation

Mesurer le niveau de différenciation génétique entre populations est une analyse
classique et centrale en génétique des populations. Des tests statistiques de différenciation
génétique et génotypique existent (par exemple ceux implémentés dans le logiciel Genepop,
Rousset 2008) et si les tests effectués mettent en évidence des différences significatives entre
populations, les mesures de différenciation prennent tout leur sens. L'important est alors
d'évaluer I'ampleur de la différenciation. En effet, les mesures de différenciation permettent

d'évaluer le niveau de structure des populations, de mesurer le temps de divergence entre
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populations, de rendre compte de 1'intensité des flux de génes entre populations ou encore de
déterminer les populations génétiquement singuliéres dans un but de conservation. Egalement,
dans le contexte des invasions biologiques, ces mesures font aussi partie des outils utilisés
pour tenter d'identifier la source potentielle de populations envahissantes.

Dans ce projet, nous avons utilisé le Fst de Weir & Cockerham (1984) pour mesurer le
niveau de différenciation entre nos échantillons. Nous avons obtenu des valeurs de Fst trés
¢levées et avons supposé que la faible variabilité¢ intra-échantillon avait artificiellement
augmenté les valeurs mesurées. La variabilité intra-échantillon peut effectivement fortement
impacter le Fst au point de pouvoir induire en erreur lorsque l'on tire des conclusions a partir
de cette mesure (Balloux et al. 2000; Jost 2008). Le Fst, de par sa définition, est dépendant de
la variabilité intra-échantillon (Balloux et al. 2000; Gerlach et al. 2010; Gregorious 2010;
Hedrick 1999; Heller & Siegismund 2009; Jost 2008). Ainsi, deux échantillons trés variables
(hétérozygotie élevée) auront tendance a avoir une valeur de Fst faible méme s'ils sont trés
différents (Hedrick 1999; Jost 2008). De plus, des échantillons quasiment identiques mais tres
peu variables (hétérozygotie trés faible) auront tendance a avoir une valeur de Fst élevée,
comme nous l'avons observé dans le cas du PWN (Alcala et al. 2014; Gregorious 2010). Il est
donc important de garder a I'esprit cette dépendance lorsque 1'on fonde des raisonnements en
¢cologie sur les valeurs mesurées de Fst.

Le Fst reste la mesure de différenciation la plus utilisée en génétique des populations,
alors que d'autres mesures ont été proposées pour pallier ses faiblesses (Hedrick 2005; Jost
2008). Parmi elles, le D de Jost (2008) que nous avons utilisé. Cette mesure est basée sur la
composition génétique plutdt que sur I'hétérozygotie (ce qui est le cas pour le Fst) et repose
sur un partitionnement complet de la diversité génétique en des composantes intra-population
et inter-population indépendantes, de sorte que la mesure de différenciation qui en découle

n'est pas influencée par la diversité intra-population. Le D et le Fst se comportent
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difféeremment (Heller & Siegismund 2009) et les valeurs maximales de ces deux mesures
peuvent correspondre a des patrons génétiques différents (Verity & Nichols 2014). Plusieurs
chercheurs se sont intéressés aux différences entre ces deux mesures (Alcala et al. 2014;
Gerlach et al. 2010; Jost 2009; Verity & Nichols 2014; Whitlock 2011). Le D mesure le
niveau de différenciation basée sur la composition génétique et le Fst mesure le niveau de
différenciation basée sur la fixation d'alleles (Alcala et al. 2014; Gerlach et al. 2010). Le D
apparait ainsi pour certains comme la mesure réelle de la différenciation tandis que le Fst
permet d'estimer les parametres démographiques et mutationnels a l'origine de la
différenciation, lorsque le modele théorique de populations en ile est considéré (Gerlach et al.
2010; Heller & Siegismund 2009; Jost 2009; Verity & Nichols 2014). Whitlock (2011) reste
sceptique quant a l'utilité du D car cette mesure n'est reliée a aucune théorie évolutive et il n'y
a donc pas de preuves formelles que ce qu'elle mesure soit utile pour les études en biologie
évolutive et de la conservation. Apportant des preuves de l'utilit¢ du D dans leur étude
comparative sous le modele théorique de populations en ile, Alcala et al. (2014) montrent que
le Fst et le D détectent des signaux différents de différenciation génétique dépendamment du
régime mutationnel considéré (faible, intermédiaire et fort) et sont sensibles a différents
aspects de la diversité génétique entre populations. Ils soulignent leur complémentarité et la
nécessité de considérer les deux mesures lorsque l'on souhaite estimer la différenciation
génétique. Ils précisent aussi que le D, au méme titre que le Fst, peut étre utilisé pour estimer
les paramétres démographiques et mutationnels. De méme, Verity & Nichols (2014) montrent
la complémentarit¢ du D et du Fst pour estimer le vrai niveau de différenciation et de
mutation lorsque le taux de mutation est élevé et que le Fst seul est insuffisant pour cela.

Cette partie n'a pas la prétention de trancher sur la question de quelle mesure utiliser.
Le D apparait comme une mesure de différenciation plus cohérente que le Fst dans le cas du

PWN. Pour autant, il s'avere que l'utilisation des mesures de différenciation pour détecter la
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source probable des populations portugaises a donné un résultat concordant entre le Fst et la

méthode ABC, contrairement au D qui suggérait une origine différente.

b. Méthodes traditionnelles et méthode ABC

Les méthodes traditionnelles (voir partie 1.3.b) sont couramment utilisées pour étudier
les routes d’invasion et notamment pour identifier les populations sources des populations
envahissantes (Ascunce et al. 2011; Ciosi et al. 2008; Facon et al. 2003; Kolbe et al. 2004;
Papura et al. 2012; Perdereau et al. 2013 pour des exemples). La discordance entre les
résultats des analyses ABC, des Fst et des vraisemblances d’assignation individuelle d'une
part et ceux de l'analyse de groupement d’individus et de l'arbre de distances génétiques
d'autre part, obtenue en Europe dans cette étude souléve quelques interrogations.

L'extrémement faible diversité génétique du PWN peut avoir perturbé les analyses
effectuées. Les méthodes traditionnelles sont probablement plus perturbées que la méthode
ABC par la faible diversité. En effet, cette derniére limite la puissance discriminatrice des
analyses ABC et peut donc conduire a ne pas pouvoir déterminer le scenario le plus probable
parmi les scenarii en compétition. En revanche, la faible diversité ne biaise a priori pas les
résultats de I’ABC. En ce qui concerne les méthodes traditionnelles, la faible diversité peut
peut-étre engendrer un patron de structuration et/ou des relations entre échantillons que nous
n'interprétons pas correctement. Par exemple, si l'aire native est peu diversifiée de sorte
qu'elle présente des alleles trés fréquents, il est probable que deux introductions
indépendantes a partir de cette aire native (native — envl et native — env2) conduisent a des
¢chantillons qui seront plus proches entre eux que de leur aire native. Ces résultats seront
interprétés comme un cas d'introductions successives (native — envl — env2). Les méthodes

de groupement (Bayésien comme avec le logiciel Structure ou construction d'arbres) posent
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en effet le probléme de ne pas présenter de support statistique permettant d'objectiver le choix
des scenarii évolutifs (critique présentée dans Estoup & Guillemaud 2010, et dans les parties
L3.betIIL.1.b).

Nous comptons réaliser des simulations informatiques permettant d'évaluer 'effet de la
diversité de l'aire native sur les méthodes de groupements et sur 'ABC. Plus précisément, des
jeux de données seront simulés sous un scenario d'invasion déterminé (et donc connu) en
faisant varier le niveau de diversité génétique. Les jeux de données obtenus seront ensuite
analysés grace aux méthodes de groupement et ABC comme s'il s'agissait de jeux de données
observées. Cela permettra d'évaluer le comportement de ces méthodes vis-a-vis du niveau de
diversité¢ génétique considéré. Différents scenarii d'invasion pourront également é&tre
considérés de sorte qu'il nous sera possible d'évaluer les patrons de structuration et les
relations entre échantillons obtenus sous tel ou tel scenario. Ces analyses seront ainsi utiles
pour (i) déterminer I’impact qu’a réellement la faible diversité sur les résultats obtenus par ces
méthodes et (i) vérifier que les interprétations qui sont faites a partir de ces méthodes dans le

cadre des invasions biologiques sont appropriées.

c. Les nématodes et la génétique des populations

La nématologie et la génétique des populations ne se rencontrent que trés peu surtout
lorsqu'il s'agit de nématodes parasites de plantes. Ces modéles animaux ne se prétent en effet
pas bien a la génétique des populations pour plusieurs raisons. Tout d'abord, de nombreuses
especes parasites de plantes sont parthénogénétiques, ce qui a pu limiter leur attrait pour des
généticiens. En effet, le cadre théorique en génétique des populations pour étudier de telles
especes n'est pas aussi bien établi que pour les especes sexuées et les méthodes couramment

utilisés en génétique des populations ne sont pas applicables aux organismes clonaux (mais
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voir Halkett et al. 2005 et Arnaud-Haond et al. 2007). Ensuite, la plupart d'entre eux sont
microscopiques et vivent dans des endroits difficilement accessibles, notamment le sol. Cela
rend complexe leur échantillonnage, surtout au niveau individuel, ainsi que leur observation
en milieu naturel. Enfin, la petite quantit¢ d'ADN obtenue a partir de chaque individu
complique l'utilisation de marqueurs génétiques. Néanmoins, des méthodes permettant de
traiter la clonalité existent (Halkett et al. 2005; Arnaud-Haond et al. 2007) et des progres
techniques concernant la recherche de marqueurs, leur amplification et leur séquengage ont
été réalisés (Gilabert & Wasmuth 2013; Karaiskou & Primmer 2008), pouvant pallier la
majorité de ces limites.

La génétique des populations permet d'étudier l'histoire et la structure des populations
et peut de fait permettre d'éclaircir des aspects importants pour la compréhension et le
controle des nématodes phytoparasites. Par exemple, elle permet de délimiter les populations,
ce qui est utile (i) pour définir 1'échelle géographique a laquelle appliquer les mesures de
contréle et (ii) pour établir les capacités de dispersion active et passive (vecteurs) du
nématode (Picard & Plantard 2006). Elle permet également d'étudier le mode de reproduction
des nématodes et de mettre en évidence l'existence d'événements de reproduction sexuée par
exemple, ce qui peut avoir un impact important sur leur virulence (Villate et al. 2010). Ce
projet ainsi que d'autres études montrent enfin 1'utilit¢ de la génétique des populations pour
retracer l'histoire des populations de nématodes, déterminer leur relation et leur origine, ce qui
est notamment important pour prévenir leur expansion future et développer des stratégies de
contrble efficace (Boucher et al. 2013; Plantard et al. 2008).

Comme ces quelques exemples le montrent, de plus en plus d'études sont le fruit de
collaborations entre les nématologistes et les généticiens des populations, a l'instar de ce
projet de these, et toutes prouvent l'intérét et l'utilité de ces collaborations (Gilabert &

Wasmuth 2013).
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