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« L'Aedes est le double de I'homme, son ombre, son parfait imitateur.
A chacune des évolutions majeures de notre planéte, Aedes est présent »

« Le tigre est voyageur.

Il vient d'Asie [...] Espéce humaine, vous devenez mondialisée 2 Aucun
probléme répond Aedes.

Comme vous, je sais prendre un bateau ou un avion »

« Le tigre est moderne.

Il préfere les villes a la campagne [...] Espéce humaine vous avez
décidé de vous urbaniser 2 Quelle bonne idée | Aedes ne peut cacher
son contentement. Jamais nous n'aurions osé réver d'un tel paradis, un
tel rassemblement en un méme lieu d'autant de repas de sang en
perspective | »

« Les moustiques [...] s'’adapteront.

[...] Nos activités réchauffent le climat 2

Encore merci disent les Aedes. Nous ne pouvions croire 4 telle aubaine.
N'oubliez pas que nous, moustiques, somme enfants des tropiques. Ef,
plus encore que la chaleur, nous aimons I'humidité. Alors chers humains,
si votre planéte devient tropicale,

nous serons partout chez nous chez vous »

« Le Métier de vivre.
C'est ce métier Id que nous racontent les moustiques »

Extraits de Géopolitique du moustique
Erik Orsenna - Isabelle de Saint-Aubin
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1. Processus d’invasion biologique

1.1. Définition

Une espece présente dans son aire de répartition naturelle est qualifiée d’espece autochtone ou
espece indigene ; sa présence résulte de processus biogéographiques et évolutifs naturels. Dans
le contexte des invasions biologiques, cette aire de répartition est qualifiée d’aire d’origine,
native ou de distribution initiale. La notion d’invasion biologique fait ainsi référence a la
colonisation d’une nouvelle aire géographique dont une espece était précédemment absente. De
nombreuses définitions ont été proposées (Davis & Thompson 2000; Richardson et al. 2000;
Pysek et al. 2004; Valéry et al. 2008; Lockwood et al. 2013), et il existe une trés large
terminologie pour caractériser ces especes non-natives (Ruiz & Carlton 2003) (Encadré I-1).
Les termes les plus communs, dont la traduction anglaise est donnée, incluent: espéce
allochtone (« alien species »), espece exotique (« exotic species »), espece non-indigene
(« non-indigenous species »), espece introduite (« introduced species » ou « translocated
species »), et espece invasive ou espece envahissante (« invasive species »).

Encadré I-1 Terminologie des espéces invasives

Espeéce non-native (synonymes : exotique, non-indigene, allochtone)
Espéce présentant des populations dans une aire géographiquement et biologiquement isolée de 1’aire native de
I’espéce dont celle-ci était précédemment absente.

Espéce invasive
Espéce dont certaines populations ont été transportées a partir d’une aire biogéographique vers une autre aire
distante, et qui une fois introduites sont capables de produire de nouvelles populations viables et fertiles, et
d’étendre leur distribution géographique.

Populations natives
Populations d’une espéce situées dans I’aire native de cette espece.

Populations sources
Populations d’une espéce a 1’origine d’un événement d’introduction donné, pouvant étre des populations natives ou
des populations non-natives « téte de pont ».

Populations non-natives

1. Populations introduites
Populations ayant été transportées dans une nouvelle aire d’introduction.

Populations acclimatées (synonyme : fondatrices)
Populations introduites ayant franchi la barriére des filtres environnementaux locaux.

2. Populations naturalisées (synonyme : établies)
Populations fondatrices capables de produire de nouvelles populations d’individus viables et fertiles, par
I’intermédiaire de la reproduction.

3. Populations invasives (synonyme : en expansion)
Populations naturalisées capables de produire de nouvelles populations d’individus viables et fertiles, par
I’intermédiaire de la dispersion.

Populations « téte de pont »
Populations non-natives établies ou invasives a 1’origine d’un événement d’introduction dans une aire non-native
différente.

Aire d’origine (synonyme : native, d’indigénat)
Aire géographique ou se trouvent les populations natives d’une espéce non-native.

Aire d’introduction
Aire géographique ou les populations non-natives ont été initialement introduites.

Aire envahie
Aire géographique résultant de I’expansion spatiale des populations établies depuis ’aire d’introduction initiale.




1.2.

Malgré le niveau taxonomique de ces définitions, nous privilégierons 1’échelle populationnelle
(Colautti & Maclsaac 2004; Davis 2009; Richardson & Pysek 2012), permettant a la fois de
caractériser la distribution géographique des populations et I’étape du processus d’invasion
(Encadré I-1). Les termes descriptifs « natives » et « non-natives » indiquent alors 1’aire
géographique dans laquelle sont distribuées les populations d’une espéce. Les populations non-
natives comprennent ’ensemble des populations d’une espéce présentes dans une aire
géographiquement et biologiquement isolée de 1’aire native de 1’espece, dont 1’espece était
précédemment absente. Cette définition de populations non-natives est donc indépendante du
stade de ces populations dans le processus d’invasion (voir section I-1.2). Les termes
« introduites », « naturalisées » et « invasives », décrivent le caractére de populations d’une
espece dans une région géographique donnée (Davis 2009 ; Blackburn et al. 2011). En effet,
toute autre introduction dans une aire géographique différente peut aboutir a un autre résultat
(Kueffer et al. 2013). Ces populations peuvent étre introduites directement a partir des
populations natives, ou d’autres populations d’origine non-native, les deux constituant des
populations sources. Les populations sources non-natives sont qualifiées de populations « téte
de pont » (« bridgehead populations », . ombaert et al. 2010).

Pour formaliser, une espéce invasive est une espece dont certaines populations ont été
transportées a partir d’une aire biogéographique donnée vers une autre aire biogéographique
distante, et qui une fois introduites, sont capables de produire de nouvelles populations viables
et fertiles, elles-mémes capables de se multiplier et d’étendre leur distribution géographique
dans I’aire d’introduction (Prentis et al. 2008; Wilson et al. 2009; Richardson et al. 2011;
Blackburn et al. 2011). La définition considérée n’inclut pas la notion d’impacts, qu’ils soient
d’ordre écologique, sanitaire, ou économique, les mécanismes €co-évolutifs a I’ceuvre durant le
processus d’invasion étant indépendant de cette notion d’impact (Colautti & Maclsaac 2004).

Par ailleurs, il serait probablement plus juste de parler de populations envahissantes, étant la
traduction littérale de «invasive » en anglais. Nous utiliserons néanmoins le terme de
populations « invasives » pour symboliser que 1’aire envahie est géographiquement isolée et
distante de 1’aire native. En effet, I’adjectif « envahissant » est également utilisé pour décrire
les populations d’une espece qui étendent leur aire de répartition aux marges de leur aire de
distribution naturelle (Williamson & Fitter 1996; Valéry et al. 2008), et les processus impliqués
dans ’expansion des populations dans ces deux aires de distribution sont différents (Wilson et
al. 2009, 2016).

Etapes du processus d’invasion

La définition précédemment énoncée repose sur le fait que des populations distribuées dans une
région géographique donnée doivent franchir un certain nombre de barrieres qui limitent
normalement leur introduction et leur prolifération en dehors de cette aire (Blackburn et al.
2011; Richardson et al. 2011). Le franchissement de ces différentes barrieres a conduit a la
schématisation du processus d’invasion biologique en différentes étapes. Malgré quelques
variations, tous les auteurs se sont accordés sur un nombre de trois étapes principales :
I’introduction, 1’établissement et I’expansion (Richardson et al. 2000; Kolar & Lodge 2001;
Colautti & Maclsaac 2004; Henderson et al. 2006). Ces différentes étapes sont résumées en
Figure I-1, uniquement a 1’échelle des processus populationnels.
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1.2.1. Introduction

La premiere étape du processus d’invasion biologique est I’introduction, c’est-a-dire le
transport d’organismes dans une nouvelle aire géographique (Figure I-1). Toutes les espéces
présentes dans une aire géographique ne vont pas étre introduites. La premiere barriére,
géographique, est infranchissable considérant uniquement les capacités de dispersion propre
d’une espéce (e.g. mer, chaine de montage). Le transport implique donc un vecteur de
dispersion. Nous présentons ici les modalités de transports des organismes selon la
terminologie proposée par Riuz & Carlton (2003).

Le vecteur est I’agent physique qui va conduire au transport des organismes, pouvant inclure
des vecteurs biotiques (animaux) et abiotiques (e.g. vent, riviére). Le transport des organismes
a I’échelle globale est majoritairement attribué aux activités humaines (Ricciardi 2007; Capinha
et al. 2015; Chapman et al. 2017), la contribution des autres vecteurs restant relativement faible
(e.g. Mack & Lonsdale 2001; Ruiz & Carlton 2003; Reynolds et al. 2015).




Les causes du transport représentent la maniére dont les organismes sont transportés. Les
introductions liées aux activités humaines sont classées en deux catégories : les introductions
intentionnelles et accidentelles (Ruiz & Carlton 2003; Hulme et al. 2008; van Kleunen et al.
2018). Les introductions accidentelles représentent la vaste majorité¢ des introductions, comme
par exemple dans les ballasts des bateaux (Griffiths et al. 1991; Carlton & Geller 1993; Drake
& Lodge 2004) ou les soutes des avions (Liebhold et al. 2006; Tatem & Hay 2007). Le rythme
des invasions biologiques, en terme de nombre d’introduction et de distances géographiques
parcourues, a pris une ampleur considérable depuis la colonisation progressive de nouvelles
régions par ’homme et la révolution industrielle (Perrings et al. 2005; Westphal et al. 2008;
Seebens et al. 2017; Kueffer 2017; Bertelsmeier et al. 2017).

Les introductions intentionnelles nous permettent de définir les raisons d’une introduction, se
concentrant uniquement sur les especes transportées intentionnellement. Les introductions ont
accompagné les migrations et déplacements humains, notamment le transport d’especes
domestiquées depuis plusieurs milliers d’années (Webb 1985; Mazoyer & Roudart 2007), le
transport d’espéces productrices de denrées ou d’espéces ornementales depuis le 15°™ siécle
(van Kleunen et al. 2018), ou le transport d’especes esthétiques, comme par exemple les plantes
aquatiques ornementales ou les animaux de compagnie (e.g. Duncan et al. 2003; Pyke 2005;
Jeschke & Strayer 2006), pouvant étre a 1’origine d’introductions involontaires lorsque les
individus sont relachés dans la nature (Telecky 2001; Cadi & Joly 2004).

Les routes de colonisation représentent les voies géographiques le long desquelles les
organismes sont transportés, ne prenant donc en compte que l’origine géographique des
populations sources et introduites. Les corridors représentent les structures physiques le long
desquels les organismes sont transportés (e.g. routes, voies de chemin de fer, Ruiz & Carlton
2003).

1.2.2. Etablissement

Suite a I’introduction, une population va étre confrontée aux barrieres environnementales
locales, incluant des filtres abiotiques (conditions climatiques, édaphiques) et des filtres
biotiques (interactions interspécifiques). Les individus surmontant les barrieres
environnementales locales vont constituer la population fondatrice (i.e. individus introduits
finalement viables) (Figure I-1). En revanche, si cette population n’est pas en mesure de se
reproduire et de donner une population viable, celle-ci finit par s’éteindre (Richardson et al.
2000; Pysek et al. 2004).

La deuxieme étape du processus d’invasion est 1’établissement de la population fondatrice
(Figure I-1), c’est-a-dire que les individus adultes de cette population génerent une nouvelle
génération d’individus pour atteindre le stade d’une population stable sans nouvel apport
d’individus (Williamson & Fitter 1996; Richardson et al. 2000). Cette phase d’établissement
est souvent précédée d’une phase dite de latence, pouvant durer plusieurs générations (Crooks
2005). Ce temps de latence pourrait correspondre au temps nécessaire pour que la population
croit et atteigne un é&tat stable, ou que les organismes surmontent les contraintes
environnementales.
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1.2.3. Expansion

La troisiéme et derniere étape du processus d’invasion est I’expansion des populations (Figure
I-1). L’expansion nécessite que la population établie génere de nouvelles populations viables
par l’intermédiaire de la dispersion. La dispersion peut se traduire par un fractionnement
géographique des populations, avec des populations au lieu de départ de 1’invasion (i.e. foyer)
et des populations sur le front de migration, qui correspond a la limite de colonisation (Figure
I-1). La densit¢ de population est généralement plus forte au foyer que sur le front de
migration.

Le mode¢le le plus simple d’expansion de 1’aire de répartition est un processus de diffusion
aléatoire dans lequel on prévoit que I’aire de répartition des populations invasives augmentera
de facon lin€aire dans le temps (Fisher 1937; Skellam 1951). Les capacités de dispersion d’une
espece représentent donc un élément important dans la compréhension de la dynamique
d’expansion, et permettent d’expliquer le temps nécessaire a une population établie pour
s’étendre géographiquement (Shigesada et al. 1995; Sakai et al. 2001). Si I’espece possede une
faible capacité de dispersion naturelle, I’expansion peut prendre plus de temps ou ne jamais se
produire. La présence d’un vecteur de dispersion est donc déterminante pour favoriser
I’expansion rapide des populations. La dispersion a longue distance (i.e. a une échelle
régionale) assistée par I’homme peut ainsi considérablement accélérer le taux d'expansion avec
I’avancée du front de migration (Shigesada et al. 1995).

Malgré la constante augmentation du nombre d’introductions, différentes études ont montré
que la majorité des transports d’organismes se soldent par un échec. En effet, toutes les especes
ne sont pas aptes a disperser, les populations introduites n’établissent pas forcément de
populations stables, et celles-ci ne parviennent pas forcément a s’étendre géographiquement.
Parmi I’ensemble des especes natives, seulement 1% vont devenir invasives en moyenne
(Williamson & Fitter 1996; Jeschke & Strayer 2005; Vall-Ilosera & Sol 2009; Bomford et al.
2009), avec des taux variables de réussite pour les étapes d’établissement et d’expansion en
fonction des groupes d’espéces considérés (Jeschke & Strayer 2005; Vall-llosera & Sol 2009;
Bomford et al. 2009). De¢s lors, la biologie de I’invasion s’est concentrée sur la compréhension
des facteurs favorisant, ou au contraire empéchant, le succés d’une invasion biologique (e.g.
Lee 2002; Facon et al. 2006; Sax et al. 2007; Yoshida et al. 2007).

2. Modalités d’introduction et succes invasif

Les processus impliqués dans le succes d’une invasion biologique sont conditionnés par un
certain nombre de facteurs. Nous présentons les caractéristiques démo-génétiques et
¢cologiques des populations introduites, et les processus évolutifs susceptibles d’influencer le
succes d’une invasion biologique. Les quatre forces évolutives en ceuvre au cours d’une
invasion biologique peuvent toutes conduire a une modification du polymorphisme génétique
dans une population : la dérive génétique, la sé€lection, la migration et la mutation. Ces
différentes forces évolutives vont agir a chacune des étapes du processus d’invasion (Encadré
I-2).



Encadré I-2 Forces évolutives en action au cours du processus d’invasion
Dérive génétique
La dérive induit un changement des fréquences alléliques par le simple effet du hasard et est d’autant plus forte dans les

populations de petite taille. Elle entraine généralement une perte de diversité génétique et a donc un effet négatif sur
I’établissement. La dérive va avoir une forte emprise durant I’introduction et/ou I’expansion (voir section [-2.1.1).

Migration

La migration constitue le mode d’introduction. La migration peut avoir un effet positif sur I’établissement en réduisant
I’impact négatif de la dérive (voir section [-2.1.2). Elle peut également avoir un effet négatif si elle s’opére entre des
populations adaptées a différents environnements (voir section [-2.2.2).

Mutation

Une mutation est une modification génétique se produisant a faible fréquence. Le taux de mutations peut néanmoins
augmenter en réponse a une pression de sélection, pouvant ainsi générer rapidement de la variabilité génétique
nécessaire pour I’adaptation au nouvel environnement (voir section [-2.2.2) et donc avoir un effet positif sur
I’établissement.

Sélection

La sélection d’all¢les avantageux permet 1’adaptation au nouvel environnement, et a donc un rdle positif sur
I’établissement, mais peut également avoir lieu durant le transport (voir section [-2.2.1) ou I’expansion (voir section I—
2.1.1). Elle va dépendre de la variabilité génétique de la population, celle-ci provenant de la migration (voir section I—
2.1.2) ou de la mutation (voir section [-2.2.2).

CA ! ETAPE 1 | ETAPE 2 | ETAPE 3 :
Ke) i INTRODUCTION | ETABLISSEMENT 1 EXPANSION o
= : : , ! ‘
o 1 ! Adaptation au nouvel ! g
= i | environnement i i
L 1 i Avpariti H H
© | : ppartion ! !
(] i i dialleles i Dispersion H
© e At A ! avantageux | établie adaptée ' 0
o Capacités a élre transporte ' ! Goulot d'étranglement :
% Pression de propagules Golilot | spatial :
s Sous-échantiljonnage d etranglement i Meilleures capacité de &
[0} i ; i dispersion
© : i H o
2 — > —» Q Homogenelsat\on : & S
E | | N, Y| Zan
: I Population 1 i 3
| Population | fondatrice\ /E/V N S
! introduite ! . /:/' \\AA o
i H Population 1 1§}
i i Al ' Populations 3
' ' établie adaptée ! ficm——
' ; au milieu 2 \'\A 0
: : s Q :
; | H i
; i H H
; i H H
| | 1 1
—» Migration Temps depuis l'introduction
Populations Populations — Dérive génétique
sources non-natives ——Pp Sélection
—» Mutations

Figure I-2 Forces évolutives au cours du processus d’invasion.

2.1. Contexte démo-génétique

Lors de I’introduction d’une population dans une nouvelle aire géographique, le transport
implique un sous-échantillonnage non représentatif de la population source, et le nombre
d’individus finalement introduits est généralement faible. Cet événement démographique,
défini comme [I’effet fondateur, va avoir différentes conséquences génétiques et
démographiques.

Concernant les conséquences génétiques, on s’attend a une diversité allélique plus faible dans
la population introduite par rapport a sa population source de par le faible nombre d’individus
introduits (Nei et al. 1975). Le nombre de combinaisons alléliques réduit est représenté en
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Figure I-3A par l’introduction de génotypes uniquement bleu clair et vert foncé (5 génotypes
disponibles dans la population source). Cette faible diversité génétique augmente I’emprise de
la dérive, entrainant une perte supplémentaire et progressive de diversité dans la population
introduite (i.e. goulot d’étranglement, Nei 1978). Le goulot d’étranglement induit des
changements de fréquences alléliques dans la population introduite au cours du temps,
représentée en Figure I-3A par la perte du génotype bleu clair au cours des générations. La
taille de la population en terme de densité d’individus peut augmenter au cours des générations
suivantes mais la taille efficace (i.e. diversité génétique) de cette population restera faible.
Ainsi, les alleles déléteres d’ordinaire maintenus a de faibles fréquences sous 1’effet de la
sélection naturelle (Glémin 2003) peuvent se fixer sous l’effet de la dérive et conduire a
I’extinction de la population (Figure I-3A).

Concernant les conséquences démographiques directes du nombre d’individus introduits, il
existe une relation positive entre la densité de population et son taux d’accroissement (i.e. effet
Allee, Courchamp et al. 1999). Ainsi, les petites populations sont affectées par la stochasticité
démographique, ce qui va limiter leur croissance, notamment di a la difficulté¢ a trouver un
partenaire sexuel.

Il a été démontré que la diversité génétique des populations introduites est un facteur clé pour
les étapes d’établissement et d’expansion (Crawford & Whitney 2010; Forsman 2014; Wagner
et al 2016). Ainsi, les petites populations ne devraient pas réussir a s’établir. Malgré les
conséquences des effets fondateurs, certaines populations introduites présentant une faible
diversité génétique par rapport a leur source finissent par s’établir dans le nouveau milieu
colonisé (e.g. Golani et al. 2007; Puillandre et al. 2007; Schmid-Hempel et al. 2007; Dlugosch
& Parker 2008; Arca et al. 2015). Cette contradiction a nourri 1’idée du « paradoxe génétique
de I’invasion » (Sax & Brown 2000; Allendorf & Lundquist 2003; Estoup et al. 2016). Il existe
néanmoins différents processus démo-génétiques permettant d’augmenter les probabilités de
survie d’une population introduite malgré sa faible diversité¢ génétique. Par ailleurs, certaines
¢tudes ont montré une diversité génétique €quivalente ou supérieure dans les populations
introduites (e.g. Kolbe et al. 2004; Bossdorf et al. 2005; Lavergne & Molofski 2007), ce qui a
conduit a revoir I’existence d’un paradoxe génétique (Frankham 2005; Roman & Darling 2007;
Hufbauer 2008; Estoup et al. 2016; Schrieber & Lachmuth 2017).

2.1.2. Goulot d’étranglement, fardeau génétique et dérive génétique

Le fardeau génétique correspond a la diminution de la valeur sélective moyenne d’une
population présentant un alleéle délétére par rapport a une population qui ne le possederait pas.
Si cet allele délétere est récessif, alors il ne s’exprime qu’a 1’état homozygote (Glémin 2003;
Charlesworth & Willis 2009), conduisant a une différence de valeur sélective entre les états
homozygote et hétérozygote. Lorsque la valeur sélective des hétérozygotes est supérieure a
celle des homozygotes, le fardeau génétique induit une dépression de consanguinité, pouvant
s’observer dans les cas de dominance simple (Charlesworth & Charlesworth 1999) ou de
superdominance (i.e. meilleure valeur sélective de I’hétérozygote par rapport aux deux états
homozygotes, Charlesworth & Willis 2009).
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Figure I-3 Caractéristiques démo-génétique des populations introduites. A) Introduction impliquant un effet
fondateur, 1i¢ a un faible nombre ou une faible diversité des individus introduits. La perte de diversité génétique
(goulot d’étranglement) au cours du temps conduit a I’extinction de la population. B) Modalités d’introduction
pouvant augmenter la probabilité de persistance des populations introduites. Cas @ : Un des génotypes introduits
présente des alleles récessifs déléteres qui s’expriment a 1’état homozygote, celui-ci est contre-sélectionné. Cas
@ : Introductions multiples a partir de la méme population source permettant de maintenir le niveau de diversité
génétique. Cas @: Introductions multiples indépendantes a partir de deux populations génétiquement différentes
dont le mélange augmente la diversité génétique.
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Suite a un goulot d’étranglement, les populations de petite taille présentent un taux
d’apparentement fort entre individus (i.e. homogamie), susceptible de causer la dépression de
consanguinité. Différents mécanismes peuvent limiter la dépression de consanguinité et donc
augmenter la probabilité d’établissement (Bataillon & Kirkpatrick 2000; Luo et al. 2001;
Glémin 2003; Bouzat 2010). Par exemple, les croisements entre apparentés augmentent la
valeur sélective moyenne de la population. L’allele récessif délétere, dont le génotype
homozygote est représenté en vert foncé en Figure I-3B (cas @), est contre-sélectionné et
¢liminé de la population par purge (Estoup et al. 2016).

Etant donné que les alléles déléteres sont maintenus a des fréquences faibles sous I’effet de la
sélection (Kirkpatrick & Jarne 2000; Glémin 2003), le goulot d’étranglement peut également
conduire a la perte d’un alléle délétere uniquement sous 1’effet de la dérive génétique (Figures
I-2 et I-3B : cas @ et ®). La perte d’un alléle par dérive pourrait conduire a l'expression
d'alleles bénéfiques, auparavant masqués par l'expression de 1’allele perdu (i.e. épistasie,
Goodnight 1987, 1998; Blows & Hoffmann 2005). En revanche, les exemples montrant la
transformation de la variance génétique épistatique en variance génétique additive sont rares
(Neiman & Linksvayer 2006; Knopp et al. 2007).

Les effets fondateurs pourraient également influencer le succeés de la phase d’expansion. La
taille des populations sur le front de migration est généralement plus faible que celle des
populations du foyer (Figure I-1), liée a des effets fondateurs successifs lors de la dispersion.
Ces effets fondateurs ponctuels créent un goulot d’étranglement spatial (Slatkin & Excoffier
2012) et entrainent une diminution de la diversité génétique dans les populations sur le front de
migration par rapport aux populations du foyer (Estoup et al. 2004; Excoffier et al. 2009;
Rollins et al. 2009; Watts et al. 2010; Schulte et al. 2013). La relation négative entre diversité
génétique et dépression de consanguinité peut ainsi ralentir la phase d’expansion (Lewis &
Kareiva 1993; Tobin et al. 2007). La dérive génétique peut conduire a la fixation de certains
alleles rares sur le front de migration, appelé « surf génétique » (« allele surfing », Edmonds et
al. 2004; Klopfstein et al. 2005). Les différents mécanismes évoqués précédemment pourraient
alors améliorer le potentiel adaptatif des populations sur le front, en augmentant la fréquence
d’alléles avantageux (Figure I-2 ; Klopfstein et al. 2005; Excoffier et al. 2009).

Les traits reproducteurs sont susceptibles d’évoluer rapidement sur le front de migration
(Phillips et al. 2010). En effet, les populations sur le front sont issues d’un petit nombre de
migrants, descendant eux-mémes des quelques migrants de la génération précédente. Si les
individus les plus disperseurs ont été sélectionnés a chaque génération, on pourrait s’attendre a
une augmentation de la vitesse d’expansion (Travis & Dytham 2002; Hughes et al. 2007;
Phillips et al. 2007; Travis et al. 2009, 2010; Burton et al. 2010; Shine et al. 2011). La
comparaison des traits phénotypiques impliqués dans la dispersion entre populations en
expansion et populations du foyer montre une plus grande capacit¢ de dispersion des
populations sur le front de migration (Phillips et al. 2006; Monty & Mahy 2010; Lombaert et
al. 2014). Par exemple, des populations invasives du sénegon Senecio inaequidens sur le front
présentent une diminution du ratio entre la masse des diaspores et la surface du pappus avec la
distance au foyer de dispersion, impliquant une meilleure capacité de dispersion (Monty &
Mahy 2010).



2.1.2. Introductions multiples, pression de propagules et admixture

2.2.

Certaines populations invasives présentent des niveaux de diversité génétique importants, voire
plus forts que celle des populations sources (e.g. Kolbe et al. 2004; Bossdorf et al. 2005;
Lavergne & Molofski 2007). Ce gain de diversité génétique peut étre expliqué par différentes
composantes des modalités d’introduction. La diversit¢ génétique des populations est
initialement déterminée par le nombre d’individus introduits, leur diversité génétique et la
fréquence des évenements d’introduction, formant ensemble la pression de propagules
(« propagule pressure », Lockwood et al. 2005). Plusieurs études ont démontré une relation
positive entre le nombre d’individus introduits (i.e. la taille des propagules) et le succes d’une
invasion biologique (e.g. Hopper & Roush 1993; Forsyth & Duncan 2001; Berggren 2001;
Drake & Lodge 2006; Simberloff 2009). Le nombre et la fréquence des éveénements
d’introduction peuvent également constituer un facteur important. Ces introductions multiples
sont fréquemment observées lors des invasions biologiques (Bossdorf et al. 2005 ; Dlugosch &
Parker 2008; Novak 2007; Roman & Darling 2007). La taille des propagules et les
introductions multiples vont avoir différentes conséquences démographiques et génétiques.

D’un point de vue purement démographique, il existe une relation positive entre la densité de
populations et la croissance de cette population (Veltman et al. 1996; Memmott et al. 2005;
Simberloff 2009). Ainsi, le nombre d’individus initialement introduits et le nombre
d’introductions peuvent limiter les effets Allee (« rescue effect », Gotelli 1991).

D’un point de vue génétique, lorsque les introductions s’effectuent a partir d’une seule
population source, leur fréquence va maintenir un certain niveau de diversité génétique,
représenté par le maintien de trois génotypes en Figure I-3B (cas ©@). Lorsque les
introductions se font a partir de différentes populations sources, elles vont permettre la mise en
contact d’individus génétiquement différenciés, représenté en Figure I-3B par la présence de
deux génotypes bleus (population source 1) et deux rouges (population source 2) (Figure I-
3B : cas ®). Le croisement génétique (« admixture ») entre ces individus conduit a la création
de nouvelles combinaisons alléliques et donc I’apparition de nouveaux génotypes, représenté
par les couleurs rose et violet en Figure I-3B (cas ®).

L’admixture induit une augmentation de diversité génétique dans les populations introduites
(Lee 2002; Kolbe et al. 2004; Lavergne & Molofsky 2007; Roman & Darling 2007; Gillis et al.
2009; Verhoeven et al. 2010; Facon et al. 2011), et va ainsi avoir différents effets bénéfiques. A
court terme, cette diversité permet d’atténuer les effets négatifs des goulots d'étranglement en
masquant des alleles déléteres (i.e. hétérosis). A plus long terme, la création de nouvelles
combinaisons génétiques peut fournir une matiere premiere pour la sélection naturelle et
I’adaptation rapide (Ellstrand & Schierenbeck 2000; Lee 2002; Wares et al. 2005; Dlugosch &
Parker 2008; Rius & Darling 2014; Bock et al. 2015).

Contexte écologique

Lors d’une introduction, les individus peuvent étre confrontés a un changement
d’environnement, parfois radical (e.g. Broennimann et al. 2007; Petitpierre et al. 2012; Guisan
et al. 2014; Lancaster et al. 2015; Atwater et al. 2018). Si ’environnement dans lequel sont
introduites les populations est trop différent de celui duquel elles sont issues, alors les individus
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ne vont pas surmonter la barriere environnementale rencontrée et la population va s’éteindre
(Figure 1-4A). En effet, le changement de niche nécessite 1’apparition d’adaptation au nouvel
environnement. La faible diversité génétique des populations introduites induit une variance
génétique additive faible (Wares et al. 2005), réduisant le potentiel adaptatif de la population
introduite et donc sa capacité a s’établir dans le nouvel environnement (Lee 2002).

Nous avons vu en section [-2.1.2 différents mécanismes permettant d’augmenter la diversité
génétique. Néanmoins, certaines populations n’ont eu aucune difficulté a franchir la barriere
des conditions environnementales locales, et sont passées de 1’étape d’introduction a 1’étape
d’expansion sans passer par I’étape d’établissement (Austerlitz et al. 1997; Zeisset & Beebee
2003). Ainsi, Facon et al. (2006) ont proposé différents scénarios théoriques pour expliquer le
succes d’une invasion a travers la relation entre les caractéristiques du nouvel environnement et
celle de I’espece. Les modifications des conditions environnementales ou des caractéristiques
génétiques (i.e. adaptation) et/ou phénotypiques (i.e. plasticité) sous 1’effet de forces évolutives
vont conditionner le résultat d’une invasion biologique. Néanmoins, si les individus introduits
sont déja plus ou moins adaptés a leur nouvel environnement (i.e. préadaptation), seul un
changement dans le régime de migration peut étre suffisant pour initier I’invasion.

2.2.1. Préadaptation et relachement de la pression sélective

Lors d’une introduction, la dispersion a longue distance peut représenter une forte pression de
sélection, bien que souvent négligée. Cette sélection correspond a la capacité des organismes a
étre transportés durant une plus ou moins longue période (Figure I-2). Par exemple, le succes
d’introduction de la daphnie Daphnia lumholtzi aux Etats-Unis serait li¢ a la capacité de survie
des organismes en conditions défavorables via un phénotype de diapause (Panov et al. 2004).

Le succeés d’¢établissement pourrait €tre déterminé par le degré de similitude des régimes
sélectifs dans les aires d'introduction et source. En effet, I’invasion n’implique pas toujours une
modification de la niche (Guisan et al. 2014). Différentes régions géographiquement isolées
peuvent présenter des niches similaires ou des populations d’une espéce ont été sélectionnées
indépendamment par des conditions de niche proches. L’homme a supprimé les barriéres entre
ces régions, et I’existence d’adaptations dans les populations sources peut diminuer la barriere
environnementale durant I’introduction (i.e. préadaptation) (Mack 2003; Fridley 2011;
Schlaepfer et al. 2010). Cette préadaptation est représentée en Figure I-4B (cas @) par
I’introduction de génotypes bleu, plus ou moins similaires a la valeur génétique adaptative
requise pour coloniser ce milieu (espace climatique en Figure I-4A). Par exemple, différentes
¢tudes chez la fourmi Wasmannia auropunctata, originaire d’Amérique du Sud, ont montré
I’existence d’une variabilité adaptative au sein de ’aire native (Rey et al. 2012; Foucaud et al.
2013). Une meilleure tolérance au froid, apparue dans des populations natives vivant dans les
environnements du Sud de son aire de répartition majoritairement tropicale, aurait facilité¢ son
invasion en Israél (Rey et al. 2012). Par ailleurs, le succes d’une invasion pourrait ainsi €tre
favoris€ par 1’homogénéisation des environnements induite par les activités humaines
(« anthropogenically induced adaptation to invade », Hufbauer et al. 2012). Ainsi, les
populations de W. auropunctata vivant dans des habitats modifiés par ’homme auraient été
sélectionnées pour I’invasion, ces populations natives et les populations introduites présentant
les niveaux similaires de thermotolérance (Foucaud et al. 2013).
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Le succes d’établissement pourrait également reposer sur certains facteurs biotiques du nouvel
environnement. Outre la préadaptation aux conditions abiotiques, les individus introduits
peuvent é&tre vulnérables aux nouveaux agents pathogeénes, prédateurs et compétiteurs.
Différentes hypotheéses ont été émises quant aux interactions biotiques durant une invasion
biologique. Par exemple, les pressions sélectives peuvent €tre moins fortes dans le nouvel
environnement en 1’absence de parasites et prédateurs naturels (« enemy release hypothesis »,
Keane & Crawley 2002; Colautti et al. 2004) ou de compétiteurs naturels (« novel weapons
hypothesis », Callaway & Aschehoug 2000). L’absence de ces pressions de sélection peut
induire une réallocation des ressources vers les capacité compétitrices (« evolution of increased
competitive ability », Blossey & Notzold 1995).

Il existe un certain nombre de contre-exemples a ces hypothéses (e.g. van Kleunen & Schmid
2003; Joshi & Vrieling 2005; Bossdorf et al. 2005) mais la colonisation d’un nouveau milieu
ou certaines pressions de sélection sont faibles ou variables dans le temps pourrait atténuer les
effets négatifs de la perte de diversit¢ génétique durant I’introduction. Lors d’un goulot
d’étranglement, la dépression de consanguinit¢ (voir section [-2.1.1) peut induire la
dégradation d’un phénotype de réponse a une pression de sélection, important pour la valeur
sélective des individus dans I’environnement présentant cette pression de sélection. La
dépression de consanguinité représente donc un stress, limitant la capacité des individus a
répondre a une pression de sélection environnementale (Stephenson et al. 2004; Vermeulen et
al. 2013, 2014). Cette interaction existante entre la dépression de consanguinité et
I’environnement pourrait favoriser la colonisation des milieux ou la pression de sélection
environnementale est faible (e.g. Stiller & Denton 1995; Daehler & Strong 1997; Daehler 1999;
Hawley et al. 2005, 2006; Hufbauer et al. 2013; Murren & Dudash 2012; Schrieber &
Lachmuth 2017). Par exemple, les populations invasives de la spartine Spartina alterniflora
(Stiller & Denton 1995; Daehler & Strong 1997; Daehler 1999) et du roselin Haemorhous
mexicanus (Hawley et al. 2005, 2006) présentent une diminution de la résistance aux ennemis
naturels liée a l'accumulation de mutations déléteres pour ces traits dans l'environnement
envahi qui ne présente pas d’ennemis naturels.

2.2.2. Adaptation post-introduction

La force de la barriere des conditions environnementales rencontrée peut entrainer I’extinction
de la population introduite en I’absence d’adaptation (Orr & Unckless 2008). Néanmoins, un
nombre croissant d'études démontrent des changements phénotypiques dans les populations
invasives apres I’introduction (e.g. Mooney & Cleland 2001; Lee & Petersen 2002; Garcia-
Ramos & Rodriguez 2002; Cox 2004; Huey et al. 2005; Bossdorf et al. 2005; Novak 2007;
Prentis et al. 2008; Whitney & Gabler 2008; Colautti & Barrett 2013; Colautti & Lau 2015).
Lorsqu'une population ayant subi un goulot d’étranglement surmonte les nouvelles pressions
environnementales uniquement grace a l'apparition de modifications génétiques avantageuses,
on parle de « sauvetage évolutif » (« evolutionary rescue », Bell & Gonzalez 2009).

Un all¢le favorable peut tre sélectionné a partir du polymorphisme génétique existant au sein
de la population d’origine (« standing genetic variation », Orr & Betancourt 2001; Barrett &
Schluter 2008), représenté en Figure I-4B (cas @) par la diminution de la fréquence du
génotype vert foncé. Par exemple, le succes invasif de la jacinthe d’eau Eichhornia paniculata



en Amérique Centrale est due a 1’apparition du phénotype autogame (i.e. phénotype non
présent dans les populations natives) dont la variation génétique associée est présente en tres
faible fréquences dans son aire native au Brésil (Husband & Barrett 1993; Barrett et al. 2008).
En revanche, ce polymorphisme n’est pas toujours disponible dans la population source. Un
allele peut alors également étre sélectionné a partir d’une mutation de novo, représenté par
I’apparition d’un génotype bleu foncé en Figure 1-4B (cas ®). Un all¢le avantageux sera plus
rapidement fixé sous I’effet de la sélection naturelle que sa fréquence allélique est forte dans la
population (Barrett et al. 2008). Ainsi, I’adaptation a plus de chances de se produire rapidement
a partir du polymorphisme existant car 1’apparition d’une mutation de novo peut prendre du
temps et sa fréquence sera faible. Néanmoins, 1’augmentation de diversité génétique liée aux
modalités d’introduction (e.g. introductions multiples) peut fournir un fort potentiel de
mutations de novo (Keller & Taylor 2008; Colautti & Lau 2015).

Un allele avantageux et sélectionné dans un environnement donné peut avoir une faible valeur
s¢lective dans un autre environnement ou demeurer neutre (Tiffin & Ross-Ibarra 2014).
L’influence de I’alléle sélectionné sur la valeur sélective dans les différents environnements
entraine un tri spatial des populations (Figure I-3B: cas ®). Lorsque la valeur sélective
diminue dans le deuxiéme environnement, 1’allele désavantageux est maintenu a faible
fréquence sous l’effet de la sélection, ou bien la population ne colonisera pas cet
environnement. Ainsi, 1’adaptation des populations introduites dans un environnement donné
ne garantira pas son expansion spatiale et donc son succes invasif si ’environnement est
spatialement hétérogeéne. Dans le cas ou la valeur sélective dans le deuxieéme environnement ne
dépend pas de cet allele, 1’allele neutre reste en fréquence variable. La migration d’individus
entre des populations subissant des pressions de sélection divergentes réduit la vitesse de
fixation d’un allele favorable en introduisant d’autres alleles plus ou moins favorables (i.e.
homogénéisation, Figure I-1 ; Sexton et al. 2014).

La plasticité phénotypique (i.e. la capacité d’un génotype a produire différents phénotypes dans
différents environnements) peut également permettre aux individus de répondre rapidement aux
nouvelles pressions de sélection (Sakai et al. 2001; Lee 2002; Richards et al. 2006). Par
exemple, Geng et al. (2007) ont démontré que 1’existence d’une plasticité phénotypique avant
I’introduction pouvait expliquer le succes invasif de [Dalternanthere Alternanthera
philoxeroides dans différents habitats. De plus, cette plasticité phénotypique peut Etre
s¢lectionnée, notamment si I’environnement est hétérogene ou fluctuant (Richards et al. 2006),
et certaines populations invasives présentent une plus grande plasticité phénotypique que les
populations natives (e.g. Kaufman & Smouse 2001; Lavergne & Molofsky 2007; Lande 2015).

3. Génétique de l’invasion

La génétique de I’invasion est une discipline relativement récente qui étudie les facteurs et
processus structurant la variabilité génétique dans les populations invasives, ainsi que leurs
conséquences €cologiques et évolutives (Barrett et al. 2016). Nous présentons ici les différentes
approches méthodologiques utilisées dans cette thése.
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3.1. Modalités d’introduction
3.1.1. Routes de colonisation

L’identification des routes de colonisation (i.e. a partir des populations en dehors de I’aire
d’introduction) et de dispersion/migration (i.e. a partir des populations initialement introduites
et établies) constitue une étape clé dans 1’étude du processus d’invasion. La méthode se basant
sur I'utilisation de ’information génétique est dite indirecte (Estoup & Guillemaud 2010). La
différenciation génétique des populations permet d’identifier leurs liens de parenté et d’inférer
les routes de colonisation selon I’hypothese que les populations introduites sont plus proches
génétiquement de leur population source que de tout autre population. Différentes mesures de
la structure génétique des populations telles que le Fst ou I'analyse de la variance moléculaire
(AMOVA, Excoffier et al. 1992) ont classiquement été utilisées pour déduire la présence ou
'absence relative de flux de geénes entre les populations, mais les méthodes d’assignation ont
fourni une avancée considérable pour déterminer l’origine d’une population (Rannala &
Mountain 1997; Cornuet et al. 1999). Ces méthodes d’assignation ont été implémentées pour
détecter les migrants de premiere génération a 1’échelle individuelle (GENECLASS 1 & 2, Piry &
Cornuet 1999; Piry et al. 2004) ou populationnelle (BAYESASS, Wilson & Rannala 2003) et
utilisées pour retracer les routes de colonisation pour différentes especes (e.g. Genton et al.
2005; Ciosi et al. 2008; Tepolt et al. 2009; Rollins et al. 2009).

D’autres méthodes de regroupement ou basées sur le calcul du maximum de vraisemblance,
telles que STRUCTURE (Pritchard et al. 2000), MIGRATE (Beerli 2002) ou DAPC (Jombart et al.
2008) ont pu étre utilisées (e.g. Bryan et al. 2005 ; Guiller et al. 2012). En revanche, ces
méthodes présentent un fort taux d’erreur d’assignation étant donné qu’elles ne prennent pas en
compte I’impact d’événements stochastiques sur la différenciation génétique des populations
(i.e. goulot d’étranglement, admixture) pouvant aboutir a une forte variabilité entre populations
introduite et source (Estoup & Guillemaud 2010; Guillemaud et al. 2010).

Plus récemment, la méthode Bayésienne « approximate Bayesian computation » (ABC,
Beaumont et al. 2002) s’est révélée utile, notamment car elle permet de combiner les méthodes
directes et indirectes (i.e. méthodes basées sur I'utilisation de 1’information géographique et
I’historique des introductions) en prenant en compte les dates de divergence (i.e. dates
d’introduction), la stochasticit¢ démographiques (i.e. goulots d’étranglement) et les
introductions multiples (i.e. événements d’admxiture). La quantification de la probabilité
d’avoir identifi¢ le bon scénario, I’estimation du taux d’erreur et la possibilité d’utiliser
différents types de marqueurs génétiques, ont fait de I’ABC une méthode de choix pour retracer
les routes de colonisation (e.g. Pascual et al. 2007; Zepeda-Paulo et al. 2010; Ascunce et al.
2011; Lombaert et al. 2011; Guiller et al. 2012; Guillemaud et al. 2015; Gotzek et al. 2015;
Fraimout et al. 2017; van Boheemen et al. 2017).

La reconstruction des routes de colonisation par scenario ABC a fourni des informations
pertinentes sur notre compréhension des modes d’introduction et leur réle dans le succes
invasif, notamment avec la mise en évidence de scénarios trés complexes impliquant des
populations téte de pont, aussi bien chez les animaux, comme chez la coccinelle Harmonia
axyridis (Lombaert et al. 2010) ou la punaise Leptoglossus occidentalis (Iesicur et al. 2019),
que chez les végétaux, comme chez la centaurée Centaurea solstitialis (Barker et al. 2017) ou
I’ambroisie Ambrosia artemisiifolia (van Boheemen et al. 2017). Bien que les méthodes



directes soient limitées par la faible abondance des données (Estoup & Guillemaud 2010;
Cristescu 2015), les données de proximité aux sites de transport constituent une source
d’information importante. Par exemple, Bertelsmeier et al. (2018) ont utilis¢é des données
d’interception de fourmis dans les aéroports et ports maritimes des Etats-Unis et de Nouvelle-
Zg€lande entre 1914 et 2013, et ont montré qu’un grand nombre d’especes de fourmis sont
introduites selon un scénario téte de pont: une espece détectée dans I'une des deux zones
d’études provient d’une région ou I’espeéce avait été précédemment interceptée.

3.1.2. Inférences démographiques

Depuis les années 1970s, différentes méthodes ont été¢ développées pour reconstruire 1’histoire
démographique des populations (Salmona et al. 2017). Une considération générale en génétique
de I’invasion a ét¢ l'utilisation de la variation génétique pour identifier les populations ayant
subi des goulots d'étranglement. Les mesures les plus courantes de la diversité génétique sont
I'hétérozygotie (i.e. proportion d'individus hétérozygotes dans la population), la diversité
allélique (i.e. nombre d'all¢les a un locus de la population) et la proportion de loci polymorphes
(e.g. Hebert & Muncaster 1989; Novak & Mack 1993).

Différentes méthodes ont été proposées pour détecter les goulots d’étranglement, dont trois sont
implémentées dans le programme BOTTLENECK (Piry et al. 1999) : 1) 'exce€s en hétérozygotes,
reposant sur I'hypothése que les populations subissant une réduction de taille efficace présente
un exces d'hétérozygotie par rapport a 'hétérozygotie attendue a I'équilibre de dérive-mutation
(Cornuet & Luikart 1996), i1) les changements dans la distribution des fréquences alléliques
(Luikart et al. 1998), ou 1i1) le test « M-ratio », basé sur le rapport entre le nombre d’alleles et
I’étendue de taille de ces alleles pour des loci microsatellites (Garza & Williamson 2001). Ces
tests ont été utilisés a différentes reprises pour détecter ces évenements démographiques dans
les populations invasives (e.g. Abdelkrim et al. 2005; Aketarawong et al. 2007; Russell et al.
2009). En revanche, ils présentent un pouvoir statistique faible et ont souvent échoué a détecter
les événements récents (Girod et al. 2011; Peery et al. 2012).

D’autres tests de neutralité, tels que le D de Tajima (Tajima 1989), les F de Fu (Fu 1997) et Fu
et Li (Fu & L1 1993) ont également été utilisés (e.g. Zhong et al. 2013), notamment a partir des
séquences d’ADN mitochondrial (DNASP, Rozas et al. 2003). D’autres outils ont pu étre
développés a partir de séquences pour détecter I’expansion des populations, tels que le nombre
de différences entre haplotypes pris deux a deux (« mismatch distribution », Rogers &
Harpending 1992), bien que cette méthode soit peu utilisée pour tenter de comprendre les
évenements démographiques chez les espéces invasives (mais voir Koehler-Santos et al. 2006;
Daiimer et al. 2012).

Des progreés importants ont été possibles grace au développement de la théorie de la
coalescence (e.g. Donnelly & Tavare 1995; Nordborg 2001) et notamment le développement
d’approches Bayésiennes (e.g. Wilson & Balding 1998; Pritchard et al. 1999; Beaumont 1999;
Estoup et al. 2001; Beaumont et al. 2002; Drummond et al. 2005; Hamilton et al. 2005). Par
exemple, Almeida et al. (2009) ont utilis¢ une méthode basée sur la reconstruction
phylogénétique (« Bayesian Skyline Plot » sous BEAST, Drummond et al. 2005, 2007) pour
déterminer les dates d’introduction et d’expansion des populations invasives d’un virus
phytopathogene a Hawai. La méthode ABC (Beaumont et al. 2002) présenté en section [-3.1.1
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permet également d’inférer les parametres démographiques des populations tout en testant des
scénarios complexes, incluant la taille efficace des populations, le taux de migration, les temps
intermédiaires de changement de taille efficace et ’intensité des goulots d’étranglement (e.g.
Keller et al. 2012). En revanche, cette méthode ABC présente quelques limites, notamment car
elle oblige la fixation de paramétres a priori et le choix d’un certain nombre de modeles
démographiques (Templeton 2009, 2010).

Plus récemment, d’autres méthodes ont alors ¢té développées pour inférer [’histoire
démographique des populations sans a priori (Salmona et al. 2017). Ces méthodes sont
majoritairement basées sur le spectre de fréquence allélique (ou spectre de fréquence du site,
SFS). Le SFS représente la distribution des fréquences alléliques d'un ensemble de sites
variables dans une population par classe de fréquences (e.g. singletons, doubletons, etc.)
(Fisher 1930). Le SFS d’une population correspond simplement la distribution des fréquences
de I’allele minoritaire. Différentes méthodes utilisent le SFS pour inférer les changements de
taille efficace au cours du temps, telles que STAIRWAY PLOT (Liu & Fu 2015) et
POPSIZEABC (Boitard et al. 2016). Plus récemment, de nouvelles méthodes permettent 1'analyse
de la variation génétique dans l'ensemble du génome, et ainsi de prendre en compte les taux de
recombinaison a I’échelle des chromosomes, telles que PSMC (Li & Durbin 2011), MSMC
(Schiffels & Durbin 2014) ou SMC++ (Terhorst et al. 2017). Méme si ces approches offrent de
nombreux avantages pour reconstruire I’histoire démographique des populations, celles-ci
n’ont pas encore ¢té utilisées pour détecter des changements démographiques récents dans le
contexte des invasions biologiques.

Les populations invasives sont susceptibles d’étre le résultat d’introduction multiples, de
présenter une forte structure génétique méme a une échelle locale liée a des éveénements
successifs de perte de diversité génétique favorisant la reproduction entre individus apparentés.
Ces approches supposent en revanche que la population étudiée présente une reproduction en
panmixie et que les populations soient non connectées (Salmona et al. 2017). Par ailleurs, la
structure génétique de I’échantillon analysé peut influencer les inférences de changements de
taille efficace au cours du temps et créer des artéfacts de contraction ou expansion de la
population (Nielsen & Beaumont 2009; Stidler et al. 2009; Chikhi et al. 2010; Heller et al.
2013). Différentes approches ont ainsi ét€é proposées pour réduire 1’effet confondant de la
structure génétique, telle 1’analyse d’échantillons provenant de la méme population, mais la
meilleure recommandation reste d’analyser des groupes génétiquement homogeénes (Stadler et
al. 2009; Chikhi et al. 2010; Heller et al. 2013).

3.2. Facteurs environnementaux
3.2.1. Détection d’adaptation locale

Comprendre la base génétique des traits impliqués dans une adaptation rapide a de nouvelles
conditions environnementales est un objectif majeur en génétique de I’invasion (Weinig et al.
2006; Prentis et al. 2008; Handley et al. 2011). L’adaptation rapide a classiquement été étudiée
au moyen de comparaisons physiologiques et morphologiques en conditions expérimentales
(« common garden »). Une approche basée sur la différenciation des traits quantitatifs par
rapport a la différenciation génétique neutre (respectivement QOst et Fst) s’est avérée utile pour



révéler une réponse a la sélection dans les populations introduites (e.g. Lavergne & Molofsky
2007; Keller & Taylor 2008; Eales et al. 2010).

Parallelement au développement du séquengage haut débit, qui a permis d’accéder a une grande
partie de la variabilité génétique dans le génome, différentes méthodes de détection de genes
sous s¢lection dans les génomes (« genome scan ») ont été développées. Ces méthodes reposent
sur I’identification de loci montrant un signal de différenciation anormalement élevé par
rapport au reste du génome (Beaumont & Balding 2004). Certaines d’entre elles se basent sur
une mesure de différenciation génétique (Fsr), telles que BAYESCAN (Foll & Gaggiotti 2008),
DFDIST (Caballero et al. 2008) ou OUTFLANK (Whitlock & Lotterhos 2015). Une alternative est
d’utiliser une méthode d’ordination, telle que PCADAPT (Duforet-Frebourg et al. 2016). Dans le
contexte des invasions biologiques, ces méthodes ont permis d’identifier des genes candidats a
I’invasion (e.g. Wang et al. 2012 ; Riquet et al. 2013; Vandepitte et al. 2014; Vera et al. 2016),
notamment lorsque cette approche est combinée a un échantillonnage temporel. Par exemple, la
comparaison des fréquences allé¢liques de populations natives, introduites (€chantillons de la
population fondatrice) et invasives (échantillons actuels) du sisymbre Sisymbrium austriacum a
révélé une forte divergence des genes de la floraison durant 1’établissement, indiquant qu'une
adaptation rapide a précédé I’expansion (Vandepitte et al. 2014). En revanche, le pouvoir
statistique de ces méthodes dépend du degré de différenciation des populations et de
I’échantillonnage (e.g. Riquet et al. 2013) et D’interprétation est limitée car les données
environnementales ne sont pas prises en compte dans 1’inférence.

Certaines méthodes permettent maintenant d’intégrer explicitement les variables
environnementale, telle que BAYESCENV (De Villemereuil & Gaggiotti 2015). D’autres
reposent sur I’hypothese que les alleles adaptatifs d’un locus sont sélectionnés différemment
selon I’environnement, et donc que des populations distribuées dans des environnements
différents présentent des fréquences alléliques significativement corrélées au gradient
environnemental correspondant. Ces méthodes sont qualifiées de tests d’association génotype-
environnement (« genotype-environment association », GEA), telle que LFMM (Frichot et al.
2013). En revanche ces deux dernieres méthodes n’utilisent qu’un seul prédicteur
environnemental a la fois.

Lorsque le gradient sélectif principal est inconnu, il peut étre intéressant de déméler les
associations multifactorielles entre variation génétique et variation environnementale
(Capblancq et al. 2018). Récemment, différentes approches ont été proposées, basées sur la
combinaison d’analyses mutlivariées et des procédures d'association génotype-environnement
(Steane et al. 2014; Forester et al. 2016, 2018; Capblancq et al. 2018). Ces approches
permettent d’identifier les gradients environnementaux les plus corrélés a la variation
génétique. Une fois ces gradients identifiés, il est possible d’évaluer laquelle des variables
environnementales corrélées a ce gradient contribue le plus a la variation génétique (GDM,
Fitzpatrick & Keller 2015). Si cette derniere méthode, comme beaucoup d’autres, prend en
compte I’histoire démographique des populations (Foll & Gaggiotti 2008; Frichot et al. 2013;
De Villemereuil & Gaggiotti 2015; Whitlock & Lotterhos 2015; Capblancq et al. 2018), elle
permet ¢également de contréler que les prédicteurs environnementaux identifiés ont un effet
plus fort que I’isolement par la distance (Fitzpatrick & Keller 2015).

L’utilisation de différentes méthodes de détection de sélection peut limiter la découverte de
faux positifs (De Villemereuil et al. 2014; Lotterhos & Whitlock 2015; Nadeau et al. 2016).
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Cette approche est courante et a été appliquée pour détecter de la variabilité adaptative dans des
populations invasives (e.g. Harrisson et al. 2017; Andrew et al. 2018; Hotmeister et al. 2019).
Néanmoins, un phénomene inhérent a 1’expansion des populations invasives : le surf génétique,
pourrait aboutir a des conclusions erronées (Klopfstein et al. 2006; Excoffier & Ray 2008).

3.2.2. Génétique du paysage

Le rdle de la dispersion des populations dans le succes d’une invasion est de plus en plus
reconnu (e.g. Kokko & Lopez-Sepulere 2006; Ronce 2007). 11 existe une relation de cause a
effet directe entre la dispersion, le flux de geénes et la structure génétique des populations. La
variabilité génétique a ainsi été utilisée pour quantifier la dispersion «effective», et I’évolution
paralléle des méthodes de génétique du paysage permet a présent de mieux caractériser les
facteurs favorisant la connectivité des populations (Manel et al. 2003; Storfer et al. 2010). La
connectivité correspond au « degré a partir duquel le paysage va faciliter ou empécher le
mouvement des organismes entre les taches d’habitat » (Taylor et al. 1993), reposant ainsi sur
I’existence d’une structuration spatiale des populations dans un paysage hétérogene
(Tischendorf & Fahrig 2000); Moilanen & Hanski 2001).

Différentes méthodes ont été développées, en fonction des facteurs géographiques considérés
pour expliquer la structuration génétique des populations: 1’isolement par la distance,
I’isolement par barricre, et I’isolement par la résistance. Une des premieres mesures utilisées
pour caractériser la dispersion chez les espéces invasives est 1’isolement par la distance (e.g.
Van Leeuwen et al. 2013). Cette approche ne permettant pas de visualiser les barrieres dans
I’espace, d’autres méthodes ont ét¢ développées pour détecter des barriéres physiques a la
dispersion (i.e. isolement par barriere). L’identification des barrieres se fait grace aux
changements de fréquences alléliques entre populations géo-référencées, tel qu’implémenté
sous SPLATCHE (Currat et al. 2004), EASYPOP (Balloux 2001), ou GENELAND (Guillot et al.
2005). Par exemple, Zalewski et al. (2009) ont montré que la présence de montagnes
Cairngorms en Ecosse était corrélée a des discontinuités génétiques chez le vison Neovison
vison. Plus récemment, ce type de méthode permet de mesurer la magnitude de la barriére (ou
du corridor) en utilisant la déviance des changements fréquences par rapport a un modéle
d’isolement par la distance (EEMS, Petkova et al. 2016). Une de ces approches a notamment été
modifiée pour inférer différents parametres de dispersion d’une espece invasive : la distance de
dispersion moyenne par génération et la vitesse de dispersion (Estoup et al. 2010). En revanche,
ces méthodes ne prennent pas en compte les ¢éléments du paysage dans I'inférence. Les
barrieres paysageres sont alors déduites visuellement en fonction de la localisation des barrieres
théoriques a la dispersion inférées a partir des données génétiques. De plus, ces méthodes
permettent d’identifier I’influence des caractéristiques géographiques majeures (e.g. chaines de
montagne) et non les facteurs subtils liés a 1’habitat.

Plutot que de simplement évaluer 1’isolement par la distance ou par barriere, les approches
suivantes quantifient la distance effective du paysage (i.e. isolement par la résistance, McRae
2006) entre des populations en fonction de la matrice paysagere (Storfer et al. 2010). Les
distances de résistance, interprétées comme la connectivité fonctionnelle, se calculent a partir
d’une surface de résistance, correspondant a une couche spatiale contenant des valeurs
représentant la mesure dans laquelle la caractéristique environnementale empéche ou facilite la



dispersion d’un organisme a travers 1’espace (Spear et al. 2010). Les surfaces de résistance ont
souvent été considérées comme des facteurs uniques mais de nouvelles méthodes permettent
d’utiliser simultanément plusieurs surfaces de résistance afin de créer une surface de résistance
composite (Peterman 2014).

Les distances de résistances peuvent étre calculée sous différents programmes, tels que
PATHMATRIX (Ray 2005), CIRCUITSCAPE (McRae & Beier 2007) ou COSTDISTANCE dans
ArcGIS (ESRI, Redlands, CA, USA) ; et selon différentes approches. Le chemin de moindre
colt (« least-cost path »), représentant la distance la moins cotiteuse et la plus courte a franchir.
Les approches multi-chemins visent a identifier tous les chemins existants entre deux taches et
ne conservent que ceux en dessous d’un seuil de distance de cott défini (« conditional mimum
transit cost » et « multiple shortest path », Pinto & Keitt 2009). Plus récemment, une autre
méthode développée utilise la théorie du circuit (i.e. conductance de la matrice paysagere,
McRae et al. 2008). Ainsi, la résistance effective entre deux populations est d’autant plus faible
qu’il il y a de liens entre ces deux populations. Cette approche permet d’obtenir une meilleure
représentation de la dispersion et de 1’hétérogénéité du paysage (McRae et al. 2008).

La relation entre les distances géographiques ou distances de résistance, et les distances
génétiques peut étre estimee par des tests de régression entre matrices de distances, tels que les
tests de Mantel (Legendre & Legendre 2012) ou les régressions multiples (Lichstein 2007). La
modélisation spatiale avec des simulations informatiques est une alternative attrayante (Currat
et al. 2004; Manel et al. 2007; Epperson et al. 2010) et I’amélioration de certaines méthodes
permet de prendre en compte la complexité environnementale, avec la possibilité d’inclure des
cartes de friction construites a partir de surfaces de résistance (SPLATCHE 2, Ray et al. 2010).

La génétique du paysage devrait ainsi permettre de mieux comprendre le role de la dispersion
dans le succes invasif d’une espece et les facteurs paysagers favorisant, ou au contraire
empéchant, I’expansion des populations. En revanche, cette discipline s’est trés peu développée
dans le contexte des invasions biologiques. Une explication pourrait étre que la dispersion de
nombreuses especes invasives n’est pas impactée par les barriéres paysageres naturelles a
I’échelle régionale puisque la dispersion a longue distance s’effectue par transport passif 1i¢ aux
activités humaines. Néanmoins, la dispersion a 1’échelle locale peut se faire de maniere
naturelle, impliquant alors le passage a travers les éléments du paysage. La combinaison des
deux modes de dispersion (passive et naturelle), appelée dispersion stratifiée, joue un rdle
important dans certaines invasions biologiques (e.g. Nash et al. 1995; Sharov & Liebhold 1998;
Gilbert et al. 2004). De plus, la dispersion a longue distance peut €tre caractérisée par des
« sauts », résultant en des ilots colonisés distants les uns des autres (Wilson et al. 2009). Ces
ilots offrent d’excellents laboratoires naturels pour étudier les facteurs paysagers pouvant
impacter la connectivité¢ des populations. Bien que la contribution du transport assisté par
I'homme pour I’expansion a large échelle soit bien comprise (Wilson et al. 2009), peu d’études
se sont intéressées au role de la dispersion naturelle (e.g. Aubry et al 2006).

4. Modele d’étude: le moustique tigre Aedes albopictus

Le moustique tigre Aedes albopictus (Skuse 1984 ; = Stegomyia albopicta, Reinert et al. 2004)
est 'une des especes de moustique les plus répandues dans le monde et est désormais classée
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4.1.

Abdomen

comme l'une des 100 especes les plus envahissantes (Global Invasive Species Database 2019,
http://www.iucngisd.org-/gisd/species.php?sc=109). Ce moustique a un rdle prépondérant dans
la transmission d’arbovirus (i.e. virus transmis par les Arthropodes) (Reiter et al. 2006).
Réceptif a plusieurs dizaines d’arbovirus, le réle d’Ae. albopictus n’est évident que dans la

transmission des virus de la Dengue et du Chikungunya (Rosen et al. 1983; Turell et al. 1992;
Mitchell 1995; Becker 2008; Enserink 2008; Paupy et al. 2009; Chouin-Carneiro et al. 2016;
Heitmann et al. 2017). Dans ce contexte, de nombreux travaux se sont concentrés sur
l'interaction entre les changements environnementaux et la dynamique de cette espéce afin de
prédire I'évolution potentielle de sa distribution géographique et des risques de transmission
vectorielle (Medlock et al. 2006; Benedict et al. 2007, ECDC 2009, 2012; Fischer et al. 2011;
Roiz et al. 2011; Caminade et al. 2012; Kraemer et al. 2015; Ducheyne et al. 2018; Kraemer et
al. 2019). Malgré ces informations sur sa distribution actuelle, 1’origine géographique des
populations introduites, ainsi que les mécanismes et déterminants (individuels et
environnementaux) impliqués dans sa capacité a envahir de nouveaux territoires sont encore
méconnus. Nous présentons un état des lieux des connaissances sur sa distribution
géographique, ainsi que des points importants de sa biologie et de son écologie pouvant
contribuer a son succes invasif.

Caracteres morphologiques

Aedes albopictus est une espéce de
moustique de petite taille, avec une taille

Patte 5
- I\4 .
anterieurs ’\\2 / adulte comprise entre 3,5 et § mm. L’aspect
arses ——-----% i B . i .
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tarses) et en cinq anneaux. Un autre trait

distinctif est une ligne blanche sur la partie
e e dorsale du thorax, allant des yeux vers
' cew I’arriere du corps (Huang et al. 1968).

Aedes albopictus présente un dimorphisme

Patte sexuel concernant la taille des individus,
Vi \ médiane .
2 N avec un cephalothorax et des ailes plus
) " Patte grands chez les femelles (Sanchez et al.

A » postérieure

2017). Les antennes et les palpes présentent

Figure I-5 Caractéristiques morphologiques d’Aedes également un dimorphisme. Les males

albopictus. Morphologie générale du moustique adulte.

portent des antennes plumeuses et des palpes
maxillaires trés longs et couverts de poils
tandis que les femelles ont des antennes non plumeuses et des palpes courts. Une derniére
distinction peut étre faite sur les pieces buccales, avec un proboscis complétement noir chez les
femelles et comportant des anneaux blancs chez les males.



4.2. Répartition
4.2.1. Origine géographique

Aedes albopictus est originaire d’Asie du Sud-Est (Chan & Chan 1971; Harrison et al. 1972;
Hawley 1988). Il est présent dans des environnements trés contrastés le long d’un gradient
latitudinal, des régions tropicales d’Asie du Sud-Est (larges iles Indonésiennes, Péninsule
Malaise) aux régions tempérées du Nord-Est de la Chine et du Japon, en passant par les régions
subtropicales de la Péninsule Indochinoise jusqu’a I’Inde plus a I’Ouest (Figure 1-6).

Figure I-6 Distribution géographique mondiale d’Aedes albopictus. Les points rouges représentent
les données d’occurrences (N = 38367) obtenues a partir des données du projet Global Biodiversity
Information Facility (GBIF) disponibles en ligne (https://www.gbif.org/). La majorité des données
proviennent du Global compendium of Aedes albopictus occurrence (Kraemer et al. 2015).

4.2.2. Modes d’introduction

Le principal mode de dispersion longue distance d’Ae. albopictus se fait via la dispersion
passive assistée par I’homme. La croissance rapide des échanges commerciaux a I’échelle
mondiale a multiplié les introductions a partir de son aire d’origine en Asie (Eads 1972; Craven
et al. 1988; Kay et al. 1990; Cornel & Hunt 1991; Laird et al. 1994; Adhami & Reiter 1998).
L’intensification du commerce des pneus usagés est le principal facteur ayant favorisé la
dispersion entre différents continents (FEads 1972; Reiter 1998), plus rarement pour le
commerce des plantes d’ornementation (Madon et al. 2002; Scholte et al. 2007; Linthicum et
al. 2003; Demeulemeester et al. 2014). Cette dominance des pneus usagés provient du fait que
les ceufs d’Ae. albopictus sont résistants a la dessiccation et que les pneus constituent un site de
ponte préférentiel (Hawley 1988; Grist 1993; Reiter 1998).

L’expansion spatiale des populations ayant été rapide suite aux introductions, le rdle de la
dispersion naturelle peut étre exclu. En effet, Ae. albopictus a une faible capacité de dispersion
naturelle, le vol journalier étant compris dans un rayon de 100 meétres lorsqu’un habitat
approprié¢ est disponible (Bonnet & Worcester 1946), mais dont la dispersion moyenne est
comprise entre 200 et 500 metres (Bonnet & Worcester 1946; Liew & Curtis 2004; Turell et al.
2005; Lacroix et al. 2009; Marini et al. 2010). La dispersion intracontinentale apres
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I’introduction est probablement due au transport passif des ceufs via le transport routier, et
notamment celui des pneus usagés (Knudsen et al. 1996). En effet, de nombreux signalements
rapportent la présence de spécimens sur des zones de stockage de pneus usagés (Adhami &
Reiter 1998 ; Schaffner & Karch 2000; Schaffner et al. 2001; Klobucar et al. 2006).
Néanmoins, des recherches récentes ont mis en évidence le role des déplacements automobiles
journaliers dans la dispersion d’Ae. albopictus (Eritja et al. 2017).

4.2.3. Distribution globale

En dehors de son aire d’origine, Ae. albopictus est présent sur ’ensemble des continents
excepté 1’ Antarctique (Figure 1-6). Sa diffusion a probablement débuté 4 la fin du 19°™ siécle,
ou début du 20°™ siécle, par les iles d’Hawai, les iles du Pacifique Sud (e.g. Guam) ainsi que
I’Océan Indien (e.g. La Réunion, Madagascar) (Bonnet & Worcester 1946; Hawley 1988; Gratz
2004; Scholte & Schaffner 2007). Majoritairement restreinte a ces régions jusqu’a la seconde
moitié du 20°™ siécle, sa répartition s’est rapidement étendue au cours des derniéres décennies.

Les premicres détections remontent a 1946 et 1971 en Amérique du Nord (Pratt et al. 1946;
Eads 1972). Peu apres son introduction sur le continent Américain, il a été détecté en 1979 en
Europe (Adhami & Murati 1987). Durant la décennie suivante, il a également été introduit en
Amérique du Sud en 1986 (Forattini 1986), en Australie en 1988 (Kay et al. 1990), et en
Afrique en 1990 (Cornel & Hunt 1991). Le nombre d’introductions s’est rapidement multipli€,
avec des détections dans plus de 50 pays ou Ae. albopictus est désormais reconnu comme établi
(Table I-1). Quelque soit la zone colonisée, Ae. albopictus s’est rapidement propagé a la
majorité des régions ou états voisins, sur plusieurs centaines de kilometres en seulement
quelques années (e.g. O'Meara et al. 1995; Knudsen et al. 1996; Moore & Mitchell 1997;
Santos 2003; Martinez & Estrada 2003; Romi et al. 2008; Kalan et al. 2011; Rochlin et al.
2013; Alarcon-Elbal et al. 2014; Collantes et al. 2015; Yee 2016; Badieritakis et al. 2018).

4.2.4. l'invasion de I'Europe : zone d’étude

Aedes albopictus aurait €té introduit au milieu des années 70 au Nord de I’Albanie, mais ce
n’est qu’en 1979 que sa présence sur le territoire est signalée (Adhami & Murati 1987; Adhami
& Reiter 1998). Son établissement rapide en Albanie n’a en revanche pas engendré de
nouvelles introductions dans les pays frontaliers, et son expansion en Europe n’a débuté
qu’apres une seconde double-introduction au Nord de I’Italie, en 1990 a Geéne (Sabatini et al.
1990) puis en 1991 a Padoue, ou la présence d’une population reproductrice est signalée dés
I’année suivante (Dalla Pozza & Majori 1992). Jusque dans les années 1995, sa distribution est
restée relativement restreinte au Nord de 1’Italie et au Nord de 1’Albanie (Figure I-7) (Dalla
Pozza et al. 1994; Romi & Majori 1998).



Table I-1 Chronologie des introductions d’Aedes albopictus a I’échelle globale entre 1940 et 2018. Sculs les
rapports de détection sont référencés. Les présences sporadiques, ou 1’espéce n’est pas reconnue comme établie, sont

indiqués par *.

Afmee. de Continent Pays Localités Références
détection
1946 Amérique du Nord Etats Unis* Los Angeles, Californie Pratt et al. 1946
1971 Amérique du Nord Etats Unis* Oakland, Californie Eads 1972
1977 Océanie Papouasie Elliott 1980
Nouvelle Guinée
1978 Océanie fles Salomon Guadalcanal Elliott 1980
1978 Océanie fles Santa Cruz Ndeni Elliott 1980
1979 Europe Albanie River Shkumbin Adhami & Murati 1987
1983 Amérique du Nord Etats Unis* Menphis, Tennessee Reiter & Darsie 1984
1983 Amérique du Sud Trinité-et-Tobago* Trinidad Le Maitre & Chade 1983
1985 Amérique du Nord Etats Unis Houston, Texas Sprenger & Wuithiranyagool 1986
1986 Amérique du Nord Etats Unis Florida Peacock et al. 1988
1986 Amérique du Sud Brésil Route entre Rio et Sdo Paulo Forattini 1986
Alabama, Arkansas, Florida,
1986-1987 Amérique duNord  Etats Unis Georgia, Illinois, Indiana, = p 401908
Louisiana, Mississippi, Missouri,
Ohio, Tennessee, and Texas
1988 Afrique Madagascar Cote Est et Hautes Terres Fontenille & Rodhain 1989
<1988 Océanie Fidji Viti Leva, Vanua Levu,and —p e o 1. 1990; Kay et al. 1995
Taveuni
1988 Océanie Australie Brisbane Kay et al. 1990
1989 Océanie Australie Darwin Kay et al. 1990
1990 Afrique Afrique du Sud* Le Cap Cornel & Hunt 1991
1990 Europe Italie Géne Sabatini et al. 1990
1991 Afrique Nigeria Etat du Delta Savage et al. 1992
1991 Europe Italie Padoue Dalla Pozza & Majori 1992
1992 Océanie I]ili)zcifueelllséeGuinée Daru, Kiunga Cooper et al. 1994
1993 Amérique du Nord Barbade* Reiter 1998
1993  Amérique duNord  Mexique Muzquiz City, Coahuila ]f;’;:guez Tovar & Ortega Martinez
1993 AmériqueduNord  Mexique R ND s A Thanez-Bemall 1994
Acuna, Coahuila
1993 Amérique du Nord Repub 1.1 que Santo Domingo Pefia 1993
Dominicaine
1993 Océanie Nouvelle Z¢élande*  Auckland Laird et al. 1994
1994 Europe Italie* Sardaigne Romi 1995
1995 Amérique du Nord Cuba La Havane Broche & Borja 1999
1995 Amérique du Nord El Salvador Eritja et al. 2005
1995 Amérique du Nord Guatemala Puerto Barrios Ogata & Lopez 1996
1995 Amérique du Nord Honduras Reiter 1998
1997 Amérique du Nord fles Caimans Grand Cayman Lounibos et al. 2003
1997 Amérique du Nord Mexique Allende City, Nuevo Léon Pesina et al. 2001
1997 Amérique du Sud Bolivie* Eritja et al. 2005
1997 Europe Italie Rome DiLuca et al. 2001
1998 Amérique du Nord Costa Rica La Virgen, Province of Heredia  Calderon-Arguedas et al. 2010
1998 AmériqueduSud  Argentine San Antonio, Province de Rossi et al. 1999
Misiones
1998 Amérique du Sud Colombie Leticia Vélez et al. 1998
1998 Amérique du Sud Paraguay Benedict et al. 2007
1998 Europe France* Vienne, Poitou-Chanrentes Fauran et al. 1998
1999 Europe France* Orne, Normandie Schaffner & Karch 2000
2000 Afrique Cameroun g;);;zla, Vol Lo, i, Fontenille & Toto 2001
2000 Europe Belgique* Vrasene Schaffner et al. 2004
2001 Afrique Guinée Equatoriale Bioko Toto et al. 2003
2001 Europe Monténégro Podgorica Petric et al. 2001
2002 Afrique Cameroun itzsvlllc:es RSB O O Simard et al. 2005
2002 Amérique du Nord Mexique Tapachula, Chiapas Martinez & Estrada 2003
2002 Amérique du Nord Panama Eritja et al. 2005
2002 Europe France Val-d'Oise Scholte & Schaffner 2007
2002 Europe Slovénie Nova Gorica Turell 2002
2003 Amérique du Nord Nicaragua Ledn Lugo et al. 2005
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2003
2003
2003
2003
2003
2003
2004
2004
2004
2004
2004
2004-2005
2005

2005

2005
2005
2005
2005
2006
2006
2006
2006
2006

2007

2007
2007
2007
2007
2007
<2008
2008
2008
2008

2009

2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2010
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011-2012
2012

2012

2012
2012
2012

2012

2012

Europe
Europe
Europe
Europe
Moyen-Orient
Moyen-Orient
Europe
Europe
Europe
Europe
Océanie
Europe
Afrique

Europe

Europe
Europe
Europe
Moyen-Orient
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe

Afrique

Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Moyen-Orient
Afrique
Europe
Europe

Amérique du Nord

Amérique du Nord
Amérique du Sud
Europe

Europe

Europe

Europe
Moyen-Orient
Afrique

Europe

Europe

Europe
Amérique du Nord
Europe

Europe

Europe

Europe

Europe, Asie
Europe, Asie
Océanie

Europe

Afrique

Amérique du Nord

Europe
Europe
Europe

Europe

Europe

Grece
Italie
Italie
Suisse
Israél
Liban
Croatie
Espagne
France
France
Australie
Suisse
Gabon
Bosnie
Herzégovine
Espagne
Greéce
Pays-Bas*
Syrie
France
France
Italie
Italie
Monaco

Gabon

Allemagne
France
Grece

San Marino
Vatican
Pakistan
Mali

Greéce
Grece

Costa Rica

Costa Rica
Venezuela
Espagne
France
Malte
Serbie*
Iran
Algérie
Espagne
France
Italie
Mexique
Allemagne
Bulgarie
Espagne
France
Russie
Turquie
Royaume de Tonga
Allemagne
Mozambique

Haiti
Allemagne

Autriche
Espagne

France

République
Tchéque*

Thesprotia and Corfu
Catane, Messine, Sicile
Palerme, Sicile
Chiasso

Mt Lebanon, North, Bakaa
Zagreb

Sant Cugat del Valles, Catalogne
Alpes Maritimes

Seine-et-Marne

York Island, Torres Strait
Lugano et Locarno

Owendo, Lowé River

Banja Luka

Orihuela, Alicante
Igoumenitsa
Aalsmeer

Latakia

Calvados

Haute Corse
Cagliari, Sardaigne
Olbia, Sardaigne

Tcheungue, Ogoue Maritime
Province
BadenWurttemberg
Basse-Corse et Var

Serres

Lahore, Sargodha, Faisalabad
Bamako, Mopti
Aitoloakarnania

Athénes

Pital of San Carlos, Province
d’Alajuela

Siquirres, Province of Limon
Caracas

Torrevieja, Alicante
Bouches-du-Rhone

Frontiére Croate
Sistan-et-Baloutchistan
Tizi Ouzou

Benicassim, Castellon
Alpes de Haute-Provence
Pergusa, Sicile

Cancun

Weil am Rhein

Era Alta, Murcie

Hérault, Gard et Vaucluse
Soshi

Edirne, Tekirdag

Nuku'Alofa, Vaiola

Freiburg

Maputo

Grand Anse, Sud, Centre, Ouest,
Sud-Est, Artibonite

Bavaria, Baden-Wuerttemberg
Tyrol

Mazarrén, Murcia

Ardeche, Drome, Isére, Rhone,
Aude, Pyrénées-Orientales,
Haute-Garonne et Lot-et-
Garonne

Lanzhot, Ladna, Mikulov

Samanidou-Voyadjoglou et al. 2005

Romi et al. 2008

Liotta & Matranga, 2004
Flacio et al. 2004

Pener et al. 2003

Hadad et al. 2007
Klobucar et al. 2006
Aranda et al. 2006
Scholte & Schaffner 2007
Scholte & Schaffner 2007
Ritchie et al. 2006

Flacio et al. 2006
Krueger & Hagen 2007

Petric et al. 2006

Roiz et al. 2007

Patsoula et al. 2006
Scholte et al. 2007

Hadad et al. 2007

Scholte & Schaffner 2007
De Jong et al. 2009
Cristo et al. 2006

Contini 2007

Scholte & Schaffner 2007

Coffinet et al. 2007

Pluskota et al. 2008
ECDC/VBORNET
Badieritakis et al. 2018
Scholte & Schaffner 2007
Scholte & Schaffner 2007
Khan et al. 2011

Miiller et al. 2016
Giatropoulos et al. 2012
Koliopoulos et al. 2008

Calderén-Arguedas et al. 2010

Marin et al. 2009

Navarro et al. 2009
Delacour et al. 2009
ECDC/VBORNET

Gatt et al. 2009

Petri¢ et al. 2012

Doosti et al. 2016

Izri et al. 2011
Delacour-Estrella et al. 2010
ECDC/VBORNET
Termine 2010
Salomon-Grajales et al. 2012
Werner et al. 2012

Oter et al. 2013

Collantes & Delgado 2011
ECDC/VBORNET
Ganushkina et al. 2012
Oter et al. 2013
Guillaumot et al. 2012
Kampen et al. 2013
Kampango & Abilio 2016

Marquetti Fernandez et al. 2012

Becker et al. 2012
Becker et al. 2012
Bueno-Mari et al. 2012

ECDC/VBORNET

Sebesta et al. 2012




2012 Europe Roumanie Bucharest Prioteasa et al. 2015
2012 Europe Slovaquie Kosicka Basin Bockova et al. 2013
2013 Amérique du Sud Venezuela Etat de Carabobo Hernandez et al. 2015
2013 Europe Belgique* Vrasene Boukraa et al. 2013
2013 Europe Espagne Gandia, Real de Gandia, Suecay Bueno-Mari et al. 2013; Alarcon-
Cullera, Valence Elbal et al. 2013
2013 Europe France Gironde ECDC/VBORNET
2014 Afrique Algérie Tizi Ouzou Lafri et al. 2014
2014 Europe Espagne Eivissa, Iles Baléares Barcelo et al. 2015
2014 Europe Espagne Majorque, Iles Baléares Miquel et al. 2013
2014 Europe Espagne Minorque, Iles Baléares Bengoa et al. 2016
2014 Europe France Savoie, Lot-et-Garonne et ECDC/VBORNET
Sadne-et-Loire
2014 Europe Serbie* Frontiere Monténégrine Petri¢ et al. 2017
2015 Afrique Algérie Oran Benallal et al. 2016
2015 Afrique Maroc Rabat Bennouna et al. 2016
2015 Europe Espagne Ibiza, Iles Baléares Barcelo et al. 2015
Ain, Tarn, Dordogne, Landes,
2015 Europe France D O e RO
Garonne, Lot, Vendée, Bas-Rhin
et Seine-et-Marne
2015 Europe Italie Lampedusa, Linosa, Pantelleria ~ Di Luca et al. 2017
2015 Europe, Asie Géorgie Batoumi Akiner et al. 2016
2015 Europe, Asie Turquie Région de la Mer Noire Akiner et al. 2016
2016 Europe Angleterre Westenhanger Medlock et al. 2017
2016 Europe France Gers, Haut-Rhin, Aveyro ECDC/VBORNET
2016 Europe Italie ((li\l/[gel ;?ll}}:}:létgitzzssnd Ustica Toma et al. 2017
2016 Afrique Congo Kinshasa Bobanga et al. 2018
2016-2017 Europe R eules Moravie du Sud Rudolf et al. 2018
Tchéque*
2017 Amérique du Sud Equateur Guayaquil Ponce et al. 2018
Lozere, Aisne, Indre, Maine-et-
2017 Europe France Loire, Corréze, Hautes-Alpes, ECDC/VBORNET
Hautes-Pyrénées, Ariége
2017 Europe Portugal Penafifiel Osorio et al. 2018
2018 Afrique Tunisie Carthage, Amilcar, La Marsa Bouattour et al. 2019

En seulement dix ans, sa distribution s’est rapidement étendue a I’ensemble des autres régions
d’Italie, ou il a progressivement colonis¢ les régions centrales cotieres avant 2000 (Romi et al.
1999; DilLuca et al. 2001; Romi 2001) puis les régions centrales montagneuses et les régions du
Sud (Romi et al. 2003). A partir de 2000, des spécimens d’Ae. albopictus ont été observés en
dehors des régions initialement colonisées (Figure I-7): 1) au niveau des frontiéres Nord
Italiennes, en 2002 en Slovénie (Turel 2002) et en 2003 en Suisse (Flacio et al. 2004), ii) sur les
cOtes Méditerranéennes, en 2004 en France sur la cote d’Azur (Scholte & Schaffner 2007) et en
Catalogne (Aranda et al. 2006), ii1) tout le long de la cote Adriatique, en Croatie en 2004
(Klobucar et al. 2006), au Monténégro en 2001 (Petri¢ et al. 2001), jusqu’en Grece en 2003
(Samanidou-Voyadjoglou et al. 2005). L’espece s’est ensuite propagée dans une vingtaine de
pays Européens, y compris les 1les Méditerranéennes (Figure I-7, Table I-1).

L’abondance et la précision des informations sur les dates d’introduction sont précieuses pour
tenter de comprendre les facteurs favorisant 1’expansion spatiale des populations. Etant donné
que la plupart des introductions se sont produites via le transport des pneus usagés, leur
provenance a permis d’identifier les voies majoritaires d’introduction en Europe. C’est par
exemple le cas de la Chine pour I’ Albanie (Adhami & Reiter 1998) et les Pays-Bas (Scholte et
al. 2007), ou les Etats-Unis d’Amérique et/ou le Japon pour I’Italie (Dalla Pozza et al. 1994;
Reiter 1998) et les premieres introductions en France (Fauran et al. 1998). Ces informations
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permettent également d’identifier les voies de diffusion au sein de I’Europe, via le transport
maritime comme pour le Monténégro et la Grece, en provenance des ports d’Albanie (Himarg)
ou d’Italie (Venise, Bari et Ancone) (Scholte & Schaffner 2007; Petri¢ et al. 2012), via le
transport routier (Allemagne, Monténégro, Serbie, Slovénie, Suisse, Turquie) ou la provenance,
comme pour la Croatie, ou Ade. albopictus a été trouvé dans des stocks de marchandises
importées du Nord de I'Italie (Scholte & Schaffner 2007).
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Figure I-7 Expansion spatiale d’Aedes albopictus en Europe. A) Distribution géographique d’Ae.
albopictus au cours du temps. La couleur des unités de la carte (NUTS 3) représente les dates
d’introduction, seulement pour les régions ou il est reconnu comme établi (données source : ECDC,
https://ecdc.curopa.cu/en/home). Gris: absence de I’espéce ou absence de données. B) Taux
d’expansion. Evolution de la distance géographique (i.e. distance ellipsoide) la plus courte par paire
d’occurrences a la surface de la Terre (Vincenty 1975), par année (cumul des occurrences depuis
I’introduction). Sources des données : Kalan et al. 2011; Kraemer et al. 2015; Flacio et al. 2016; Suter et
al. 2016; Vruéina et al. 2017; Vrucina et al. 2018; Walther et al. 2017; Patsoula et al. 2017; Kalan et al.
2017; Beleri et al. 2017; Di Luca et al. 2017; Toma et al. 2017; Osério et al. 2018; Kuhlisch et al. 2018;
iNaturalist (https://www.inaturalist.org/observations) ; CREAF - Mosquito Alert (https:/www.gbif.-
org). Ligne double : distance maximale.
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La précision de ces données dépend des programmes de surveillance mis en place dans chaque
pays, ces informations restant inexistantes pour un certain nombre de régions colonisées
(Scholte & Schaffner 2007). De nombreuses études démontrent une dynamique de dispersion
rapide a partir du moment ou I’espece a été introduite (Knudsen et al. 1996; Romi et al. 2008;
Kalan et al. 2011; Collantes et al. 2015; Roche et al. 2015; Badieritakis et al. 2018). L’analyse
des données d’occurrences a I’échelle de la France (Roche et al. 2015) ou de I’Europe (Figure
I-7B) (voir aussi Kraemer et al. 2019) aboutissent a la méme conclusion : Ae. albopictus
colonise des régions de plus en plus €loignées chaque année.

Biologie

4.3.1. Cycle de vie et reproduction

Aedes albopictus est un insecte holométabole, dont le cycle de vie comprend quatre stades
distincts: ceuf, larve, nymphe, et imago (Figure 1-8) (Pratt & Moore 1993). Le cycle de vie est
caractérisé par deux phases en fonction du milieu dans lequel les stades se produisent. La
premiére phase, aquatique, comprend les stade ceuf, larve, et nymphe, et la phase aérienne
comprend le stade adulte.

Accouplement Repas de sang
Imago
CEufs

Phase

aérienne

Emergence GUf

Phase

aquatique

Métamorphose
Stade
larvaire 1
Larve v
Stade
Stade larvaire 2
larvaire 4
Stade
larvaire 3

Figure I-8 Cycle de développement d’Aedes albopictus. Crédits photo: ceufs (Ae.
albopictus) : Henry D. Pratt ; larves et nymphe (Culex sp.), accouplement et repas de sang
(de. albopictus) : James Gathany. Centers for Disease Control and Prevention’s (CDC)
Public Health Image Library (PHIL) : https://phil.cdc.gov.
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Aedes albopictus est une espeéce diurne et multivoltine (i.e. plusieurs générations par saison de
reproduction). Les moustiques adultes male et femelle se nourrissent de nectar (Hawley 1988;
Miiller et al. 2011). La durée de vie des adultes dépend de la température, avec une espérance
de vie moyenne supérieure chez les femelles (Hawley 1988; Joshi 1996; Calado & Navarro-
Silva 2002; Delatte et al. 2009), estimée entre 19 a 38 jours contre 14 a 31 jours chez les males
(Liu et al. 1985; Delatte et al. 2009). Néanmoins, la longévité dans les populations naturelles
est nettement inférieure (Hawley 1988; Brady et al. 2013).

L’accouplement se fait en plein vol généralement preés de 1'hdte, lorsque la femelle vient
prendre un repas de sang (Figure I-8) (Gubler & Bhattacharya 1971 ; Ali & Rozeboom 1973;
Estrada-Franco & Craig 1995; Boyer et al. 2011). Apres I'accouplement, les femelles stockent
les spermatozoides dans leur spermathéque tout au long de leur vie (Gubler & Bhattacharya
1971). Aedes albopictus est une espece anautogene, les femelles ont donc besoin d’un repas de
sang pour apporter les nutriments nécessaires au développement des ceufs. Le repas de sang est
pris au minimum deux jours apres 1’émergence (Delatte et al. 2009). Apres 1’ingestion du repas
de sang, les ceufs sont pondus dans un délai de trois a cinq jours (Hawley 1988). Une femelle
peut pondre entre 42 et 88 ceufs par ponte (Hawley 1988; Delatte et al. 2009). Les ceufs d'un
seul cycle gonotrophique peuvent donc étre pondus dans plusieurs sites (Corbet & Chadee
1993), permettant d’élargir la distribution spatiale des ceufs. Entre 24 heures et 5 jours apres la
ponte, les femelles peuvent prendre un nouveau repas de sang (Mori & Wada 1977; Hawley
1988), vont ainsi se succéder plusieurs cycles gonotrophiques au long de sa vie.

Les ceufs (Figure I-8) sont pondus sur une surface solide proche de la surface de 1’eau, et
poursuivront leur développement qu’une fois le support enticrement recouvert d’eau (Hawley
1988). Ils ont néanmoins besoin d’une courte période d’assechement avant immersion, afin
d’éclore entre 2 et 5 jours apreés immersion en fonction de la quantité de nutriments disponibles
et de la température (Clements 1992). Le taux d'éclosion des ceufs dépend de différents facteurs
environnementaux, tels que la température, la concentration en oxygene, le régime lumineux, la
dessiccation et leur fluctuation (Imai & Maeda 1976; Monteiro et al. 2007; Delatte et al. 2009).

Le stade larvaire comprend quatre stades (L1 a L4) durant lesquels les larves vont accroire leur
taille par succession de mues (Figure I-8), qui peut durer entre 8 et 35 jours (Hawley 1988;
Delatte et al. 2009). La vitesse de développement est déterminée par la température de 1’eau
(Clements 1992; Stephens & Juliano 2012) ou la disponibilité en nourriture et la densité
larvaire (Mori 1978; Dogan et al. 2016). La survie et la taille des larves vont également
dépendre des conditions environnementales (Monteiro et al. 2007; Delatte et al. 2009). Malgré
leur mode de vie aquatique, les larves ont une respiration aérienne a la surface de I’eau, et sont
donc pourvues d'un siphon respiratoire situ¢ au niveau du dernier segment de 1’abdomen
(Clements 1992). La prise de nourriture est réalisée par broutage ou par filtrage de la colonne
d’eau, ingérant ainsi de la maticre organique et des micro-organismes (Meritt et al. 1992).

Le stade nymphal constitue le dernier stade en milieu aquatique (Figure I-8). La nymphe
présente un céphalothorax fortement sclérifi€, ce qui ne lui permet pas de respirer a travers le
tégument. Les nymphes respirent donc a la surface de I’eau, grace a deux trompettes
respiratoires situées sur le céphalothorax (Clements 1992). Durant la métamorphose, le canal
alimentaire est détruit et les nymphes ne se nourrissent plus. Une fois la métamorphose
achevée, les téguments du céphalothorax de la nymphe vont se rompre et permettent la sortie



de I’'imago (Clements 1992). Les males présentent un temps de développement inférieur a celui
des femelles et vont donc émerger en premier (Hawley 1988).

4.3.2. Plasticité physiologique

Les populations d’Ae. albopictus sont distribuées dans des climats trés contrastés, des régions
tropicales a subtropicales d’Asie du Sud-Est (aire native), d’Afrique, d’Amérique du Sud et des
iles Indopacifiques (aire envahies) aux régions tempérées du Japon (aire native), d’Europe et
des Etats-Unis (aire envahies) (Figure I-6). En revanche, sa distribution géographique
correspond a certains seuils de conditions climatiques.

Un des facteurs décisifs pour la distribution géographique d’Ae. albopictus est la température.
La température idéale pour 1’éclosion des ceufs et le développement larvaire est comprise entre
24°C et 30°C (Hawley 1988). Néanmoins, Ae. albopictus a la capacité de s’établir dans des
régions tempérées ou la température moyenne hivernale est basse. Comme chez de nombreux
insectes, sa survie hivernale dans des environnements froids est principalement déterminée par
la capacité des ceufs a entrer dans une phase de diapause (Nawrocki & Hawley 1987; Hawley
1988; Hanson & Craig 1994; Urbanski et al. 2010; Lounibos et al. 2003). Cette réponse est
programmeée par les facteurs environnementaux (Denlinger 1991). En fonction des conditions
de température et de photopériode a la fin de la saison de reproduction, la femelle va pondre
des ceufs diapausants (Mori et al. 1981). La phase de diapause a une durée seuil déterminée, au
dela de laquelle le retour des conditions favorables permettront la levée de la diapause (Mori et
al. 1981; Hawley 1988; Poelchau et al. 2013c). La capacité des ceufs d’Ae. albopictus a résister
a des températures froides lorsqu’ils sont en diapause est due a une adaptation physiologique,
liée a la synthese d’une grande quantité de lipides (Briegel & Timmermann 2001; Armbruster
2016) et des ajustements cuticulaires (Krel3 et al. 2016).

Dans les régions tempérées, la distribution d’Ae. albopictus correspond généralement a une
limite de 0°C, température moyenne considérée comme seuil pour la survie des ceufs (Mitchell
1995; Medlock et al. 2006; Roiz et al. 2011). Ce seuil de 0°C est nettement inférieur au seuil de
survie estimé en laboratoire. En effet, exposés entre —5°C et —13°C durant 24h, les ceufs
diapausants ont une chance de survie de 50% (Hanson & Craig 1995a; Thomas et al. 2012). La
température minimale supportée en conditions naturelles durant de courtes vagues de froid
(Hanson & Craig 1995b; Armstrong et al. 2017) semble proche de la température pour laquelle
la mortalité est de 100% (—26°C, Hanson & Craig 1995a; Thomas et al. 2012).

La survie et ’activité des adultes dépendent de la température. En moyenne, la limite de
distribution d’Ae. albopictus correspond a une température moyenne annuelle de 11°C, mais de
nombreuses populations sont reconnues comme €tablies en dehors de cette limite (Kobayashi et
al. 2002; Medlock et al. 2006; Roiz et al. 2011). De maniere générale, I’activité¢ des adultes
s’arréte en dessous de 9°C (Roiz et al. 2010). Néanmoins, dans la plupart des régions
tempérées, la période de reproduction s’étant du printemps a 1’automne, et ¢’est donc plutot la
température moyenne durant la saison de reproduction qui va €tre importante pour I’activité des
adultes (Koch et al. 2015). Ainsi, les populations des latitudes les plus froides ne produisent
qu’une a deux générations durant les mois de Juillet et Aout, suggérant une capacité¢ de survie
durant la diapause plus longue.
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La persistance des populations d’Ae. albopictus va également dépendre du maintien de milieux
aquatiques constituant des sites de reproduction, nécessaires pour I’éclosion des ceufs et le
développement larvaire. Les régions présentant un minimum de 500 mm de précipitations
annuelles sont considérées comme favorables, bien que celles-ci soit fondamentales surtout
durant la période de reproduction (Medlock et al. 2006; Fischer et al. 2014). En fonction de la
région géographique, les précipitations peuvent présenter une saisonnalité¢ qui va influencer la
dynamique des populations. Les périodes d’asséchement pouvant étre plus ou moins longues,
les ceufs d’Ae. albopictus sont résistants a la dessiccation et capables d’entrer dans une phase
de quiescence (Hawley 1988). Les ceufs sont revétus d’un chorion protecteur leur conférant une
résistance a la dessiccation sur une période variable et pouvant atteindre plusieurs mois. Les
ceufs diapausants sont plus résistants a la dessiccation que les ceufs non-diapausants (Sota &
Mogi 1992). Cette résistance accrue a la dessiccation pourrait avoir favorisé le transport sur de
longues distances et pourrait expliquer la présence d’Ae. albopictus dans des régions présentant
des précipitations annuelles relativement faibles (Benedict et al. 2007; Severini et al. 2008).

Aedes albopictus présente une dynamique d’abondance saisonniére en relation avec 1’origine
géographique des populations. En région tropicale, les populations sont actives tout au long de
I’année, la reproduction se fait donc sans interruption avec entre 12 et 17 générations par an
(Hawley 1988). A T’inverse en milieux tempérés, la longueur de la saison de reproduction
dépend des températures croissantes au printemps et des conditions de photopériode pour
I’entrée en diapause a D’automne (Wang 1966; Mori et al. 1981; Pumpuni et al. 1992;
Kobayashi et al. 2002; Toma et al. 2003). La durée de la saison de reproduction peut ainsi
varier entre deux et huit mois (Giatropoulos et al. 2012; Tran et al. 2013; Walther et al. 2017),
induisant ainsi une forte variation du nombre de générations par an. Certaines populations en
climat tempéré sont néanmoins actives toute 1’année, comme c’est le cas en Italie (Romi et al.
2006), a Malte (Gatt et al. 2010), et en Espagne (Collantes et al. 2014).

4.3.3. Plasticité écologique

Le succes invasif d’Ae. albopictus est en partie di a sa forte plasticité écologique. Au sein de
son aire native, il est initialement présent dans les foréts tropicales, bien qu’il soit maintenant
adapté aux environnements péri-urbains et zones rurales en Asie du Sud-Est (Gilotra et al.
1967; Russell et al. 1969; Chan et al. 1971; Ramaligam 1974; Hawley 1988). En dehors de son
aire native, il colonise préférentiellement les environnements péri-urbains (Braks et al. 2003;
[Lima-Camara et al. 2006; Cox et al. 2007; Paupy et al. 2009). Un des facteurs critique est la
présence de végétation, ou les adultes vivent confinés a I’abri du soleil pour limiter la
dessiccation (Chan et al. 1971; Nguyen et al. 1974; Bengoa et al. 2014), ce qui explique sa
préférence pour les zones péri-urbaines (Tewari et al. 2004).

Les larves d’Ade. albopictus se développent dans une large gamme de sites. Les gites larvaires
comprennent des récipients naturels, tels que les souches d’arbres ou les Broméliacées. Tres
adapté a I’environnement humain, il a également colonis¢ une large gamme de type de
récipients et réservoirs artificiels, tels que les pneus usagés, les récipients abandonnés,
soucoupes de pots de fleurs ou récupérateurs d’eau (Hawley 1988; Simard et al. 2005; Delatte
et al. 2008). Généralement, Ae. albopictus est peu abondant dans les zones urbaines denses de
son aire native (Chan et al. 1971; Tewari et al. 2004), mais certaines populations introduites se
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sont rapidement établies dans ce type d’environnement (Dalla Pozza & Majori 1992).
Contrairement aux zones rurales et suburbaines, les zones urbaines fourniraient des gites
larvaires en quantité plus forte pour Ae. albopictus (L1 et al. 2014). De par la température plus
chaude dans les environnements urbains, le temps de développement larvaire est plus court, et
les adultes ont un taux d’émergence et une longévité plus ¢élevés (Hawley 1988; Delatte et al.
2009).

Les femelles piquent préférentiellement les mammiferes, y compris différents groupes de
vertébrés, tels que les reptiles, les oiseaux et les amphibiens (Scholte & Schaffner 2007). La
large gamme d’hotes possible pour Ae. albopictus a favorisé son établissement dans des
environnements trés contrastés, des zones rurales a urbanisées. En revanche, des études sur le
choix de I’hdte et I’analyse du repas de sang de populations naturelles ont démontré ’homme
comme hoéte privilégié (Savage et al. 1993; Niebylski et al. 1994).

Interactions interspécifiques

Les interactions interspécifiques, telles que la prédation, le parasitisme, ou la compétition,
peuvent conduire a I’exclusion de I’espece introduite (Juliano 2010; Fader 2016). S étant établi
dans une large gamme d’environnements, Ae. albopictus a rencontré de nombreuses especes
résidentes dans les environnements colonisés.

La compétition interspécifique, notamment pour I’exploitation des ressources au stade larvaire
dans les sites de reproduction a regu la plus grande attention. Les especes en interaction avec
Ae. albopictus dans ces milieux incluent des especes natives et invasives de moustique.
Globalement, Ae. albopictus est un excellent compétiteur qui exploite plus efficacement les
ressources lorsque celles-ci sont limitées ou de faible qualité (Juliano 2010; Fader 2016). Cette
compétitivité¢ supérieure d’Ae. albopictus s’observe avec quatre autres especes d’Aedes.
L’exemple le mieux décrit concerne Ae. aegypti (Juliano et al. 2004; Juliano 2009, 2010).
Neéanmoins, c’est €galement le cas avec Ae. triseriatus (Livdahl & Willey 1991; Teng &
Apperson 2000; Lounibos et al. 2001; Yee et al. 2007), de. japonicus japonicus (Armistead et
al. 2008; Freed & Leisnham 2014; Kaufman & Fonseca 2014), et Ae. sierrensis (Washburn &
Hartmann 1992; Kesavaraju et al. 2014). Aedes albopictus semble également €tre meilleur
compétiteur que Culex quinquefasciatus (Allgood & Yee 2014; Daniels et al. 2015).

D’apres ces résultats, aucune des especes exploitant les mémes sites larvaires n'a pu avoir de
role important pour empécher la propagation d'de. albopictus dans les environnements
colonisés. En effet, ces interactions résultent souvent en une exclusion compétitive de 1’autre
espece, comme c’est le cas pour Ae. aegypti, dont I’abondance a progressivement décliné en
lien avec I’expansion d’Ae. albopictus. Cette exclusion s’observe dans de nombreuses régions,
comme par exemple aux Etats-Unis (Hobbs et al. 1991; O’Meara et al. 1995; Juliano et al.
2004), au Cameroun (Simard et al. 2005; Kamgang et al. 2011), au Brésil (Braks et al. 2004) ou
a la Réunion (Bagny et al. 2009). Malgré sa forte compétitivité, différentes études indiquent
qu’Ae. albopictus coexiste de maniere plus ou moins stable avec Ae. triseriatus (L.ounibos et al.
2001; Juliano 2010), Ae. aeygpti (Hornby & Opp 1994; O’Meara et al. 1995; Juliano &
Lounibos 2005; Bagny et al. 2009) et C. pipiens (Carrieri et al. 2003; Costanzo et al. 2005;
Murrell & Juliano 2012). Cette coexistence dans certains habitats pourrait refléter un état
transitoire pouvant aboutir a une exclusion compte tenu de la récente invasion d’A4e. albopictus.
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En revanche, un des facteurs limitant pour la dominance d’Ae. albopictus est sa plus forte
vulnérabilité¢ aux parasites et prédateurs dans 1’aire d’introduction (Fader et al. 2016), pouvant
stabiliser I’interaction compétitive avec les moustiques résidents (e.g. Ae. triseriatus ; Edgerly
et al. 1999; Kesavaraju & Juliano 2004; Kesavaraju et al. 2007, 2008).

Détection de variation moléculaire chez Aedes albopictus

Un grand nombre de marqueurs moléculaires ont ét¢ développés chez Ae. albopictus pour
détecter de la variabilité génétique entre les populations. L’ensemble de ces approches a été
synthétisé par Goubert et al. (2016), nous reprenons et complétons ainsi la précédente synthése.

4.5.1. Marqueurs enzymatiques

Les premiéres études analysant la variabilité génétique des populations chez Ae. albopictus ont
¢té mences a la fin des années 1980s. Ces ¢études ont utilisé le polymorphisme enzymatique
révélé par électrophorese (i.e. allozymes) (Black et al. 1988a, 1988b). Les différentes études
analysant le polymorphisme enzymatique chez Ae. albopictus ont révélé une bonne résolution
pour inférer la structure génétique des populations (Black et al. 1988a, 1988b; Kambhampati et
al. 1991; Urbanelli et al. 2000; Chareonviriyaphap et al. 2004) (Table 1-2). Cette technique a
toutefois été largement critiquée car elle s'appuie sur des variations de la mobilité
électrophorétique des enzymes codées par I’ADN, et non pas directement sur la variation des
séquences. Par ailleurs, le caractére neutre des polymorphismes détectés a souvent été
questionné (e.g. Berry & Kreitman 1993; Kreiger & Ross 2002; Schlotterer 2004) et le nombre
de marqueurs informatifs est trop faible pour reconstruire I’histoire démographique des
populations et détecter des signatures génétiques d’adaptation (Hillis et al. 1996).

4.5.2. Marqueurs basés sur la PCR

Le polymorphisme enzymatique a rapidement été remplacé par des marqueurs moléculaires
basés sur la réaction en chaine par polymérase (PCR). La premicre technique ayant été
développée chez Ae. albopictus est I'amplification aléatoire d'ADN polymorphe (« random
amplified polymorphic DNA », RAPD, Williams et al. 1990). Néanmoins, ces marqueurs sont
peu fiables et difficilement reproductibles (e.g. Schierwater & Ender 1993; Jones et al. 1997),
et ont ainsi ét€ peu utilisés chez Ae. albopictus (e.g. Ayres & Romao 2002; Gupta & Preet
2014) (Table I-2).

La deuxieme classe de marqueurs basés sur la PCR concerne les microsatellites (e.g. Porretta et
al. 2006; Kamgang et al. 2011; Delatte et al. 2013; Beebe et al. 2013) (Table I-2). Bien que ces
marqueurs soient hautement polymorphes et présentent en général une hétérozygotie élevée,
leur taux de mutation ¢levé entraine un manque de répétabilité¢ (Schlotterer 2004), ce qui
semble étre le cas chez Ae. albopictus. En effet, la plupart des marqueurs microsatellites utilisés
ont ¢ét¢ développés spécifiquement pour chaque étude, empéchant ainsi la comparaison entre
différentes études (Goubert et al. 2016).



Table I-2 Ensemble des marqueurs moléculaires développés chez Aedes albopictus pour les analyses de génétique
des populations (complété a partir de Goubert et al. 2016).

Type de
marqueurs

Nom des marqueurs Utilisation Références

Polymorphisme enzymatique

Allozymes

G-3-pdh, Ldh, Hbdh, Mdh-1, Mdh-2,
Mdhp-1, Mdhp-2, Idh-1, Idh-2, 6-
Pgdh, Sod-1, Aat-1, Hk-1, Adk-1,
Acph, Aco-1, Aco-2, Gpi, Pgm, Pks-
1, Pks-2, Pgi-1,Mez-1,Got-1, Got-2,
Fum-1, Est-1, Aks-2, Aox-1, Agk-2

Polymorphisme de séquence

1. Polymorphisme de répétition

Microsatellites

RAPD

ADNmt

ADNr

EPIC

SNPs (NGS)

TE

AecalbA9, AecalbB51, AcalbB52,
AecalbB6, AcalbD2, AealbF3

AEDC, 34-72, alb212, alb222, Alb-
di-4, Alb-di-6, Alb-tri-3, Alb-tri-6,
Alb-tri-18, Alb-tri-20, Alb-tri-21, Alb-
tri-25, Alb-tri-33, Alb-tri-41, Alb-
tri44, Alb-tri-45, Alb-tri-46

Aealbmicl-23

Apl, Ap2, Ap3, Ap5, AC2

2. Polymorphisme de substitution

G06, GO8, GO09, G10, OPALI,
OPABO1, OPB04, OPC15, OPM11,
OPSO01, OPS10

COI, ND5, Cytb

Génome mitochondrial
ITS1, ITS2
RpS8, RpS9, RPSI2b, Rpsl6,

RpS20b, RpS27A, RpL30a, RpL30b

Nlalll and MIuCI *

3. Polymorphisme d'insertion

Génétique des
populations

Génétique des
populations

Génétique des
populations

Génétique des
populations
Génétique du
paysage

Génétique des
populations

Phylogénétique
/Génétique des
populations

Phylogénétique

Phylogénétique
/Génétique des
populations

Non utilisé

Phylogénétique
/Génétique des
populations

Détection
d’adaptation

Black et al. 1988a, 1988b ;
Kambhampati et al. 1991 ; Urbanelli
et al. 2000 ; Chareonviriyaphap et al.
2004

Porretta et al. 2006; Kamgang et al.
2011; Muhammad et al. 2018

Delatte et al. 2013; Beebe et al.
2013; Maynard et al. 2016; Minard
et al. 2018

Manni et al. 2015, 2017

Medley et al. 2014

Mutebi et al. 1997; Ayres & Romao
2002; Gupta & Preet 2014

Birungi & Munstermann 2002;
Mousson et al. 2005; Usmani-Brown
et al. 2009; Zitko et al. 2011;
Kamgang et al. 2011; Delatte et al.
2011; Porretta et al. 2012; Zhong et
al. 2013; Beebe et al. 2013;
Shaikevich & Talbalaghi 2013 ;
Zawani et al. 2014; Ismail et al.
2015; Ngoagouni et al. 2015; Pech
May et al. 2016; Maynard et al.
2016; Minard et al. 2017; Kamgang
et al. 2018; Guo et al. 2018

Zhang et al. 2015; Battaglia et al.
2016

Higa et al. 2010; Shaikevich &
Talbalaghi 2013; Manni et al. 2015;
Ngoagouni et al. 2015; Minard et al.
2017,2018

White et al. 2015

Kotsakiozi et al. 2017; Schmidt et al.
2017

Goubert et al. 2017

* Enzymes de restriction.
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Le polymorphisme le plus largement utilisé chez Ae. albopictus est le polymorphisme de
séquence de genes mitochondriaux (e.g. Birungi & Munstermann 2002; Zhong et al. 2013)
(Table I-2). En effet, ’ADNmt étant maternellement hérité et présentant un taux de mutation
beaucoup plus ¢élevé que I’ADN nucléaire, il est particulicrement utile pour retracer
I’ascendance des individus et étudier la différenciation génétique des populations (Avise 1994;
Schlotterer 2004). En revanche, ces études ont identifi¢ quelques haplotypes séparés par de
courtes distances évolutives, méme a 1'échelle intercontinentale. Cette faible différenciation
génétique des populations a €té supposée provenir de 1’invasion récente d’Ae. albopictus
(Goubert et al. 2016). En revanche, la présence de la bactérie endosymbiotique Wolbachia
pipientis dans la plupart des populations d'de. albopictus (Bourtzis et al. 2014) contraint la
diversité¢ de I'ADNmt a 1'échelle locale par balayage sélectif (Armbruster et al. 2003; Hurst &
Jiggins 2005). Les loci nucléaires n'étant pas affectés, différentes études ont combiné des
marqueurs ADNmt au polymorphisme de séquence de I'ADN ribosomal (ADNr), considérant
les genes ITSI et ITS2 (« internal transcribed spacer ») (e.g. Higa et al. 2010; Shaikevich &
Talbalaghi 2013) (Table 1-2).

La caractérisation génétique des populations invasives d'de. albopictus a connu une révolution
avec I’apparition des technologies de séquencage a trés haut débit (« next-generation high-
throughput DNA sequencing », NGS). Cette approche produisant un grand nombre de
marqueurs distribués sur I’ensemble du génome est utile pour détecter la structure génétique
des populations invasives caus€e par des processus récents (Rius et al. 2015). Une des
premicres expériences en NGS chez Ade. albopictus a suggéré que la méthode de séquencage
d'ADN associ¢ au site de restriction (« restriction associated DNA sequencing », RADseq,
Baird et al. 2008) n’est pas idéale car un nombre beaucoup trop important de fragments sont
générés, vraisemblablement di a la taille du génome (Goubert et al. 2016). Afin de réduire la
complexité du génome d’Ae. albopictus, la méthode utilisant deux sites de restriction
(« double-digest restriction associated DNA sequencing », ddRADseq, Peterson et al. 2012) a
¢té développée chez cette espéce et semble produire un nombre de marqueurs suffisants et
informatifs, que ce soit a une échelle spatiale large (lignées géographiquement isolées) ou
locale (flux de geénes récents) (Kotsakiozi et al. 2017; Schmidt et al. 2017).

Toujours a la recherche de marqueurs plus polymorphes, de nouvelles techniques ont
récemment ¢t¢ développées et utilisées, tel que le polymorphisme d’insertion des ¢léments
transposables (Goubert et al. 2017). Cette méthode s’est avérée prometteuse pour détecter des
signatures de sélection. Enfin, la capture d’exons (« exon-primed intron-crossing », EPIC)
développée pour 15 protéines (White et al. 2015) semble offrir une bonne répétabilité pour la
comparaison intra- (Bennett et al. 2016) et inter-spécifique (Bennett et al. 2018) au sein du
genre Aedes, bien que cette méthode n’aie jamais été utilisée chez Ae. albopictus (Table 1-2).

4.5.3. Séquencage génome complet

Le génome nucléaire d’Ae. albopictus est disponible dans les bases de données publiques. Trois
génomes de référence ont ét¢ publiés, tous issus de souches différentes et présentant une taille
variable, comprise entre 1,341 Gb et 2,247 Gb. Le génome de la souche de Rimini (Dritsou et
al. 2015) a été obtenu a partir d’une population échantillonnée a Rimini, Italie. Cette souche a
¢t¢é maintenue en laboratoire pendant 40 générations, durant lesquelles des sélections



isofemelles ont été réalisées afin de réduire I’hétérozygotie avant séquengage et assemblage du
génome. En revanche, la qualit¢ d’assemblage de ce génome est faible (3342920 scaffolds).
Une grande proportion de segments d'ADN répétitifs, y compris de nombreux éléments
transposables (jusqu’a 50% ; Chen et al. 2015), rend extrémement fastidieux l'assemblage
(Dritsou et al. 2015). Le génome de la souche de Foshan (Chen et al. 2015) a été obtenu a partir
d’une population échantillonnée dans la Province de Guangdong, Chine, en 1981, et maintenue
depuis en laboratoire. Les deux études utilisant le polymorphisme de séquence obtenu par
ddRADseq ont montré un bon alignement des séquences obtenues avec ce génome de référence
(Kotsakiozi et al. 2017; Schmidt et al. 2017). Ce génome présente néanmoins une faible qualité
d’assemblage (154782 scaffolds). Le génome de la souche C6/36 présente une trés bonne
qualité¢ d’assemblage (2435 scaffolds). En revanche, cette lignée cellulaire d’origine inconnue
et maintenue en laboratoire pendant plus de 50 ans est supposée avoir subi un événement de
duplication, et présente moins de 50% d’homologie avec celui de la souche Foshan (Miller et
al. 2018).

Le génome mitochondrial d’Ae. albopictus est également disponible (Zhang et al. 2015).
Malgré un faible nombre d’haplotypes découverts, la variabilit¢é du génome mitochondrial
semble suffisante pour reconstruire les relations phylogénétiques entre populations
suffisamment divergentes (Battaglia et al. 2016).

4.6. Génomique des populations invasives d’Aedes albopictus
4.6.1. Phylogéographie et diversité génétique

La plupart des études évaluant la différenciation génétique des populations d’Ae. albopictus ont
utilis€¢ des marqueurs a faible résolution (voir section I-4.5). Nous présentons une synthése de
deux mesures de diversité génétique (les plus utilisées) : la diversité haplotypique (ADNmt) et
I’hétérozygotie attendue (microsatellites), a partir de ’ensemble des études de génétiques de
populations chez cette espece (Figure 1-9).

Ces résultats ne semblent pas indiquer que les introductions impliquent de maniere générale
une diminution de la diversité génétique. En revanche, la variabilité de 1’échelle a laquelle ces
indices ont été¢ calculés (population, région), ainsi que les problémes de ces marqueurs
précédemment évoqués (faible variabilité¢, marqueurs différents), ne permettent pas de conclure
sur des différences de diversité génétique entre I’aire native et les aires envahies.

La plupart des études phylogéographiques ont été réalisées a grande échelle et suggerent
différents événements d’introduction indépendants en Europe (Figure I-10). Les populations
Européennes pourraient avoir été introduites a partir de la zone native : depuis la Chine (Manni
et al. 2017), la Malaisie ou le Vietnam (Kotsakiozi et al. 2017; Manni et al. 2017), ou du Japon
(Battaglia et al. 2016) ; ou également a partir de zones envahies : depuis les Etats-Unis,
colonisés a partir du Japon (Urbanelli et al. 2000; Zhong et al. 2013; Kotsakiozi et al. 2017;
Shaikevich & Talbalaghi 2013; Battaglia et al. 2016) ou depuis la Réunion colonisée a partir de
la Thailande (Manni et al. 2017).
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Figure 1I-9 Comparaison de la diversité génétique chez Aedes albopictus. Distribution de A) la
diversité haplotypique calculée par partir de geénes mitochondriaux et B) I’hétérozygotie attendue
calculée a partir de marqueurs microsatellites au sein des populations natives et invasives. Les
marqueurs moléculaires sont décrits dans la Table I-2. La couleur des valeurs d’indice indique 1’étude.

4.6.2. Génomique de I'adaptation

Plusieurs études se sont focalisées sur la base génétique de 1’adaptation chez Ae. albopictus, et
notamment la réponse de diapause (Poelchau et al. 2013a, 2013b ; Huang et al. 2015). Ces
études basées sur le transcriptome ont identifié quelques milliers de genes différentiellement
exprimés en conditions de diapause, impliqués dans la perception des facteurs externes et
différentes voies métaboliques (Poelchau et al. 2013a, 2013b; Huang et al. 2015). Ces études
confirment la présence de deux phénotypes adaptatifs dans I’aire d'origine d’Ae. albopictus: un
phénotype tropical qui ne subit pas de diapause et un phénotype tempéré avec une réponse
plastique de diapause (voir section [-4.3.2). Une seule étude s’est intéressée au polymorphisme
génétique a I’origine de ces variations adaptatives (Goubert et al. 2017). Cette étude, basée sur



le polymorphisme d’insertion d'é¢léments transposables a montré des signatures de sélection
entre les populations tempérées invasives (Europe) et tropicales indigenes (Vietnam).
Cependant, les variations adaptatives détectées peuvent étre survenues dans les populations
invasives (adaptation post-introduction) et/ou dans la population native de laquelle les
populations invasives ont ét¢é introduites (préadaptation). Certaines études suggerent bien des
changements morphologiques et physiologiques apres I’introduction (Urbanski et al. 2012;
Armbruster 2016; Krely et al. 2016), mais les roles respectifs de ces deux processus adaptatifs
dans le succes invasif d’Ae. albopictus demeurent globalement inconnus.
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Figure I-10 Route de dispersion potentielle d’Aedes albopictus a I’échelle globale. Les routes de
colonisation potenielles (Urbanelli et al. 2000 ; Zhong ct al. 2013 ; Shaikevich & Talbalaghi 2013 ;
Battaglia et al. 2016 ; Manni et al. 2017 ; Kotsakiozi et al. 2017), avec les fleches vertes représentant les
introductions directes depuis 1’aire native (Asie) et les fleches oranges les introductions a partir de
populations invasives, constituant des populations téte de pont (Lombaer et al. 2010).

4.6.2. Connectivité des populations

Le principal mode de dispersion d’A4e. albopictus se fait via la dispersion passive assistée
par I’homme (voir section [-4.2.2). Bien que ce constat soit évident, de par la distance de
dispersion largement supérieure aux capacités biologiques d’Ade. albopictus, quantifier la
part relative de dispersion passive versus active dans I’expansion des populations représente
un défi. Deux études analysant la structure génétique des populations en relation avec
différents éléments du paysage confirment que la connectivité des populations est favorisée
par le transport le long des routes (Medley et al. 2014; Schmidt et al. 2017). Compte tenu du
nombre important de générations par an, la dispersion naturelle pourrait largement
contribuer a la propagation des populations a 1’échelle locale, mais aucune étude ne s’est
intéressée a ce mode de dispersion a une échelle suffisamment fine.
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5. Objectifs et organisation de la these

Les travaux de cette these s’adressent a 1’étude des processus a I’ceuvre durant I’invasion
d’Aedes albopictus en Europe. Cette thése se divise en trois parties. La premiere partie traite de
I’histoire de la colonisation en Europe, la deuxiéme porte sur le potentiel adaptatif des
populations, et la troisiéme sur la dynamique de dispersion.

Histoire de la colonisation en Europe :

Le succes de I’invasion d’Ae. albopictus est probablement di & un certain nombre de facteurs
extrinseques : 1’augmentation des échanges commerciaux et le manque de programmes de
surveillance. Les données historiques concernant ’invasion de 1’Europe sont disponibles et
précises. Combinées aux analyses de génétique des populations, ces informations ont fourni de
bonnes hypothéses sur I’origine géographique des populations introduites en Europe. Comme
nous 1’avons vu plus haut, les modalités d’introductions tels que la pression de propagule et
I’admixture peuvent accroitre la diversité génétique, favorisant 1’établissement des populations
introduites. En revanche, les relations existantes entre les modalités d’introduction et les
dynamiques démo-génétiques durant I’introduction, 1’établissement et 1’expansion sont encore
méconnues. Dans le cadre de cette theése, le premier objectif est d’élucider ces relations.

Dans cette premicre €tude, nous avons reconstruit le scénario de colonisation d’Ae. albopictus
en Europe afin d’identifier les modalités d’introduction et les voies de dispersion majeures a
I’échelle de I’Europe. Pour reconstruire 1’histoire de la colonisation, nous avons réalisé un
échantillonnage représentatif de la distribution actuelle de ’espece en Europe. Nous avons
¢galement inféré I’histoire démographique des populations initialement introduites, et les
résultats sont interprétés au travers de la relation entre les niveaux de diversité génétique au
moment de I’introduction et actuels, et I’ampleur de I’expansion des populations (Partie II —
Article 1).

Processus adaptatifs pré- et post-introduction :

La capacité d’Ae. albopictus a envahir de nouveaux territoires peut étre en partie attribuée a un
certain nombre de facteurs intrinseques. Sa plasticité physiologique, écologique, et sa forte
aptitude compétitive lui ont permis de coloniser une large gamme d’environnements. Malgré le
role potentiel des changements adaptatifs rapides dans 1’établissement des populations
introduites, celui-ci n’a pratiquement pas ¢ét¢ étudi€ chez Ae. albopictus. Le deuxiéme objectif
de cette these a donc été d’identifier si des adaptations préexistantes avant 1’introduction et/ou
des adaptations apres I’introduction auraient pu favoriser 1’établissement et 1’expansion des
populations en Europe.

Nous avons étudi¢ I’histoire phylogéographique des populations natives situées dans trois
zones biogéographiques présentant des conditions environnementales contrastées. Nous avons
reconstruit 1’histoire démographique de ces populations afin d’identifier les éveénements
historiques pouvant étre impliqués dans 1’expansion des populations dans ces trois zones
respectives et dans la différenciation neutre des populations natives. Nous avons ensuite
recherché des signatures d’adaptation locale a 1’échelle moléculaire et morphométrique. Aedes
albopictus étant originaire des régions tropicales d’Asie du Sud-Est, cette étude a permis de



mettre en évidence des signatures d’adaptation locale reflétant des pressions de sélection
divergentes le long du gradient latitudinal (Partie Il — Article 2).

L’identification des populations sources a 1’origine des introductions en Europe et la présence
d’adaptations dans I’aire native suggerent que les populations introduites en Europe étaient déja
pré-adaptées pour 1’établissement en Europe. En revanche cette observation n’est pas stricte.
Nous nous sommes donc intéressés aux changements pouvant ¢&tre survenus apres
I’introduction. Nous avons pour cela test¢ I’hypothése du conservatisme de niche
environnementale entre populations introduites et leurs populations sources, et recherché des
signatures de sélection (variation moléculaire et morphométrique). Le conservatisme de niche
observé en Europe renforce les résultats de 1’étude précédente sur le role de la préadaptation
dans I’établissement des populations. Malgré une faible différenciation entre les populations
Européennes, les résultats suggerent également des changements post-introduction liés a la
colonisation d’une large gamme d’environnements (Partie I1I — Article 3).

Dynamique de dispersion :

La propagation d’Ae. albopictus a 1’échelle globale et continentale est attribuée au transport
passif assisté par ’homme. En revanche, le role de la dispersion naturelle a une échelle fine
dans I’expansion des populations une fois introduites dans une nouvelle aire est encore peu
clair. Le dernier objectif de cette thése est donc d’évaluer les roles respectifs de la dispersion
passive et active dans la structuration de la variabilité génétique a 1’échelle du paysage.

Nous avons étudié I’histoire de la colonisation depuis I’introduction dans la région de Grenoble
jusqu’a I’expansion des populations dans les trois vallées de part et d’autre de Grenoble. Nous
avons tout d’abord estimé les roles respectifs de la dispersion naturelle et passive dans
I’expansion des populations en combinant modélisation écologique et modélisation de
I’expansion naturelle potentielle de I’espeéce au cours du temps. Nous avons ensuite testé les
roles de la distance géographique (isolement par la distance), de la présence de barrieres
paysageres (isolement par barriere), et des ¢léments du paysage (isolement par la résistance)
dans la structuration de la variabilité génétique. Cette étude met en évidence que la connectivité
des populations dépend des deux modes de dispersion (Partie IV — Article 4).
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Article 1 Unraveling the invasion history of the Asian tiger mosquito in Europe

En résumé

Les données historiques et les études phylogéographiques ont fourni de bonnes hypothéses sur |'origine
géographique des populations d’Aedes albopictus introduites en Europe. En revanche, ces études ont
analysé des populations mondiales clairsemées et ne se sont pas concentrées sur |'histoire démographique
une fois dans la zone envahie. Dans ce premier chapitre, nous avons reconstruit les routes de colonisation
en Europe par une approche ABC (voir section 1-3.1.1) et I’histoire démographique des populations
initialement introduites par une approche utilisant le spectre de fréquences alléliques (voir section 1-3.1.2)
afin de comprendre la relation pouvant exister entre modalités d’introduction et diversité génétique.

* L|’origine des populations introduites dépend des réseaux de transport humain.

* Des introductions multiples caractérisent la colonisation de I’'Europe, avec au moins trois
évenements d’introduction indépendants.

* Les trois évenements d’introduction constituent des modalités d’introduction différentes.
¢ L’histoire démographique des populations introduites correspond aux modalités d’introduction :
goulot d’étranglement a partir d’une source, forte taille de propagules (i.e. introductions multiples a

partir de la méme source), admixture génétique entre différentes sources.

* Les populations initialement introduites les plus diversifiées ont étendu leur aire de distribution
géographique plus largement.

* Les introductions secondaires présentent en moyenne une forte diversité génétique grace a une
forte connectivité des populations.
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Article 1

Unraveling the invasion history of the Asian
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Abstract

Multiple introductions are key features for the establishment and persistence of introduced
species. However, little is known about the contribution of genetic admixture to the invasive
potential of populations. To address this issue, we studied the recent invasion of the Asian tiger
mosquito (Aedes albopictus) in Europe. Combining genome-wide single nucleotide
polymorphisms and historical knowledge using an approximate Bayesian computation
framework, we reconstruct the colonization routes and establish the demographic dynamics of
invasion. The colonization of Europe involved at least three independent introductions in
Albania, North Italy and Central Italy that subsequently acted as dispersal centres throughout
Europe. We show that the topology of human transportation networks shaped demographic
histories with North Italy and Central Italy being the main dispersal centres in Europe.
Introduction modalities conditioned the levels of genetic diversity in invading populations, and
genetically diverse and admixed populations promoted more secondary introductions and have
spread farther than single-source invasions. This genomic study provides further crucial
insights into a general understanding of the role of genetic diversity promoted by modern trade
in driving biological invasions.

Keywords: Invasion genetics — Aedes albopictus — Colonization routes — Demographic
inference — Genetic admixture — Multiple introductions — Bridgehead effect

Introduction

Invasive species provide natural experiments for studying short-term evolutionary mechanisms
(Lee 2002; Sakai et al. 2001; Yoshida et al. 2007). Rapid adaptation to the invaded
environment is key for the success of invading populations (Colautti & Lau 2015; Dlugosch &
Parker 2008; Prentis et al. 2008). However, colonization generally involves a small number of
founders, which reduce the genetic diversity of the population due to genetic drift (i.e.,
bottlenecks) (Lee 2002; Lockwood et al. 2005). Bottlenecked populations typically represent a
genetic dilemma by which they are unlikely to become invasive due low reproductive fitness
and low adaptive potential (Bock et al. 2015; Dlugosch et al. 2015; Lee 2002; Prentis et al.
2008; Rius & Darling 2014). Several processes can explain the success of introduced
populations despite reduced genetic diversity, including genotype-by-environment interactions
or the purging of deleterious alleles (Estoup et al. 2016; Schrieber & Lachmuth 2017). Yet



genetic depletion at the initial stages of invasion is not always observed (e.g. Kolbe et al. 2004;
Lavergne & Molofsky 2007).

Increased genetic diversity in introduced populations stems from large propagule pressure
(Lockwood et al. 2005), but admixture between genetically unrelated populations following
multiple introductions also provides a large amount of genetic variation (Bock et al. 2015;
Dlugosch & Parker 2008; Prentis et al. 2008; Rius & Darling 2014). Genetic admixture may
benefit invaders (a) by alleviating the negative effects of bottlenecks during introduction
through the masking of deleterious alleles (i.e., heterosis), and/or (b) by generating many
phenotypes resulting from new allelic combinations, thus providing raw material for selection
and rapid adaptation (Bock et al. 2015; Dlugosch & Parker 2008; Rius & Darling 2014).
Experimental studies have demonstrated that genetic diversity increases the probability of
establishment of introduced populations (Crawford & Whitney 2010; Forsman 2014 for a
review). Thereafter, successfully established populations can further speed up invasion by
generating new introductions in the invaded range, a phenomenon called the bridgehead effect
(Lombaert et al. 2010). However, although genetic admixture and the bridgehead effect appear
to be common phenomena in biological invasions (Barker et al. 2017; Bertelsmeier et al. 2018;
Lesieur et al. 2019; Lombaert et al. 2010; Rius & Darling 2014; van Boheemen et al. 2017),
there is little knowledge about the role of genetic admixture in promoting range expansion in
invasive populations (but see Wagner et al. 2017).

To address this issue, we studied the recent invasion of Europe by the most worldwide invasive
mosquito species, the Asian tiger mosquito (Aedes albopictus). Native to Southeast Asia, this
mosquito has spread to all continents except Antarctica in recent decades driven by human
transportation (Eritja et al. 2017; Medley et al. 2014; Reiter 1998), and models of future
distribution predict continuous northward expansion (Caminade et al. 2012). After two
introduction events in 1979 in Albania (Adhami & Murati 1987) and 1990 in Italy (Sabatini et
al. 1990), the species has progressively colonized all Southern European countries, and its
geographical spread over time suggests an acceleration of the expansion process (European
Centre for Disease Prevention and Control, ECDC). Broad-scale phylogeographical studies
have suggested independent introduction events in Europe and no apparent reduction in genetic
diversity as compared to the native range (Battaglia et al. 2016; Goubert et al. 2016; Kotsakiozi
et al. 2017; Manni et al. 2017). These previous studies were based on sparse worldwide
populations and did not focus on the demographic history in the invaded range. Yet
understanding how genetic diversity may influence species establishment and spread first
requires us to elucidate its invasion history and demographic features during introduction
(Estoup & Guillemaud 2010; Facon et al. 2006). Furthermore, capturing the colonization
dynamics across invaded ranges requires fine-scale analyses (Cristescu 2015). However,
reduced spatial and temporal scales make it challenging to infer invasion routes, especially due
to the short evolutionary history of the lineage under investigation and the chaotic dispersal of
human-mediated invasions.

Most of our knowledge about colonization routes is drawn from direct observational data,
which are often incomplete (Cristescu 2015; Estoup & Guillemaud 2010). Invasion of
A.albopictus of Europe is one of the exceptions, with detailed historical and geographical data
available (ECDC). In this study, we used this historical knowledge and genotyped 660
mosquitoes including an exhaustive sampling of the invasive populations in Europe together
with the putative source populations from Asia and North America. It has been argued that the
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small timescale at which human-mediated introductions occur has impeded the detection of
genetic variation in Ae. albopictus, although this was mainly due to the genetic markers
selected for use (Goubert et al. 2016). Here we used double-digest restriction-associated DNA
(ddRAD) sequencing to detect recent genetic changes (Kotsakiozi et al. 2017; Sherpa et al.
2018). Introduction dates and genetic analyses were used as a backbone for reconstructing Ae.
albopictus colonization routes in Europe. We applied a step-by-step procedure in an
approximate Bayesian computation (ABC) framework, sequentially testing 14 steps of the
colonization history from the divergence of native lineages to primary and secondary
introductions in Europe. Once the colonization scenario was reconstructed, we assessed (a) the
contribution of each introduction modality in shaping the demographic history of introduced
populations, and (b) how these demo graphic features condition the levels of genetic diversity
in invading populations and further spatial expansion.

Material and methods
Mosquito sampling

We collected 692 individuals of Aedes albopictus in 109 localities (119 populations) between
2013 and 2017 (Figure II-1, Table 1I-ST1) of which 53 individuals were previously analysed
(Sherpa et al. 2018). We refer to locality as a sampled geographical site and to population as a
group of individuals sampled in the same locality, the same year and/or with the same sampling
method. In this way, the number of sampling localities is lower than the number of populations
because some localities were sampled in two consecutive years or with two different sampling
methods (Table II-S1), which were analysed separately. Field-collected samples were either
larvae, adults (caught using BG sentinel traps, mouth aspirator or net) or eggs collected in
ovitraps (several traps per locality, within a 400-m-diameter range) that were pooled and reared
in standard laboratory conditions to adults or to fourth-instar larvae (Table II-S1). Laboratory
conditions were 27°C, 70% relative humidity and light/dark cycles of 14:10 hr. Adults and
larvae were kept in 75% EtOH at —20°C. Total genomic DNA was extracted using a cetyl
trimethyl ammonium bromide (CTAB) chloroform/isoamyl alcohol protocol (Doyle & Doyle
1987). For each site, 1-12 individuals were analysed in ddRADseq libraries.

ddRAD-seq library preparation

We performed an initial digestion of 200 ng of genomic DNA in a 36-ul reaction, using 30
units each of SHfI-HF and Mspl restriction enzymes (New England Biolabs) and NEB CutSmart
buffer. Digestions were run for 3 hr at 37°C. These were ligated to modified Illumina P1 and
P2 adapters by 90 cycles of digestion at 37°C (2 min) and ligation at 16°C (4 min) with 1,000
units of T4 ligase (New England Biolabs), followed by a 10-min heat-inactivation step at 65°C.
The digested-ligated products were pooled and purified at a ratio of 1.5:1 with Ampure XP
paramagnetic beads (Beckman Coulter). We performed size selection with a Pippin-Prep 2%
gel cassette (Sage Sciences) to retain DNA fragments of 190-600 bp. Each library was
amplified in 10-14 different polymerase chain reactions (PCR), combined together to dilute
PCR errors and avoid too many PCR cycles (Peterson et al. 2012). The PCRs were performed
in 20 upl, with 2 pl size-selected DNA, 0.2 mm dNTPs, 0.15 um of each PCR primer, 3%



dimethyl sulphoxide and 0.4 U of 7ag Phusion-HF (New England Biolabs). The PCR
conditions were an initial denaturation step at 98°C for 10 min, followed by 15 cycles of 98°C
(10 s), 66°C (30 s) and 72°C (1 min), and a final extension period at 72°C for 10 min. Final
libraries were created by pooling the independent 20-pul PCR products and purified with a
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Libraries were sequenced on four Illumina Hi-Seq
2500 lanes using 125 bp paired-end chemistry (Fasteris SA).
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Figure II-1 Colonization routes of Aedes albopictus in worldwide and European populations.
Symbols represent the distribution of sampling locations (Table II-S1) and ADMIXTURE cocfficients
average by sampling locations for K=4 (Figure II-2, Figure II-S1). Brown lines represent main
barriers to gene flow across Europe identified by EEMS (Figure 11-3). Arrows indicate colonization
routes from native populations (Asia) and subsequent dispersal in worldwide and European populations
based on DIYABC analysis (Figure II-4, Table 2.1), with dispersal centers in Europe surrounded by
black circles (Albania, North Italy, Central Italy).

Genomic data processing and SNP genotyping

We obtained a total of 678 million reads with 980,160 reads per individual on average, ranging
between 198,160 and 3,714,100 (Table 11-S2). Sequencing error measured as the number of
mismatches over the total number of bases of mapped PhiX reads was <1% for each of the four
lanes, ranging from 0.12% to 0.25% for forward reads and from 0.34% to 0.71% for reverse
reads. Raw fastq sequences were trimmed to equal length of 110 bp using the BBMAP package
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v37.33 (Bushnell 2014). Paired-end reads were mapped to the Ae. albopictus reference nuclear
genome AaloF1 (Chen et al. 2015) using BWA-MEM v0.7.5 (Li et al. 2009) with up to three
mismatches in the alignment seed. On average, 825,380 reads per sample were aligned to the
AaloF1 genome (79%), ranging from 43,300 to 3,559,300 (Table II-S2). Using SAMTOOLS
v1.7 (Li & Durbin 2009), we retained the reads that uniquely aligned to the AaloF1 genome
and with a minimum mapping quality of 30, representing 33% of aligned reads on average.
STACKS v2.0 (Catchen et al. 2013) was used for variant calling. We used the gstacks function
of STACKS to merge paired-end reads into single phased loci and build a catalogue of 1,122,063
loci from the 692 individuals.

Genotype calling was performed using a low-coverage sequencing data approach (Maruki &
Lynch 2015, 2017). This method uses genotype frequencies at the population level and error
rates estimated by maximume-likelihood (ML) accounting for depth, meaning that the likelihood
of one genotype has to be significantly higher than the likelihoods of the other genotypes
within the population to be called. The alpha threshold parameter for one call to be significant
was set to 0.05 and we removed genotypes called from reads with depth coverage <5. The
populations function of STACKS was used for exporting the biallelic single nucleotide
polymorphism (SNP) data set. Among 15,000 loci per individual on average, 2,058 loci were
present in >60% of the individuals. We required a locus to be present in at least 20% of the
individuals within each country, resulting in 1,926 loci. We retained one random SNP per
locus, and then removed SNPs with minor allele frequency <0.05 (746 SNPs). This resulted in
1,180 SNPs distributed across 948 supercontigs, with a mean depth of 22 £ 11 (SD) per sample
and mean percentage of missing data per sample of 24% (after removing 32 individuals with
>80% missing data; Table 1I-S2). We exported data sets in VCF format and VCF files were
recoded in PLINK bed format using PLINK v1.9 (Chang et al. 2015; Purcell et al. 2007).

Genetic diversity and differentiation

Genetic diversity was estimated using observed heterozygosity (Hop), population genetic
diversity (=expected heterozygosity, Hg), allelic richness (AR), inbreeding coefficient (F1s) and
population-specific Fst (fs) using the HIERFSTAT R package v0.04-22 (Goudet 2005) in R
v3.3.3 (R Core Team 2017). This package was also used to estimate pairwise Fsy (Weir &
Cockerham 1984) between sampling locations and 99% confidence intervals were obtained by
performing 1,000 bootstraps over loci. These indices were calculated at the population level
and at a broader range of sampling (main geographical subdivisions: Malaysia, China, Japan,
USA, Albania, North Italy, Central Italy, Montenegro, Slovenia, Greece, France, Croatia, North
Spain, South Spain, North Serbia, South Serbia, Switzerland, Turkey, Corsica, Sardinia, Sicily,
Majorca). We then evaluated the subdivision of populations using both nonmodel-based and
model-based clustering methods. Genetic variation among individuals was first investigated
using principal components analysis (PCA) in the PCADAPT R package v4.0.3 (Luu et al. 2017).
We then used the nonparametric K-means clustering procedure implemented in ADEGENET
(Jombart 2008) to identify genetic groups among individuals. The optimal number of clusters K
was determined by evaluating a statistical measure of goodness of fit for each K (Figure 11—
S1). We retained the value of K that had the lowest Bayesian information criterion (BIC). For
the model-based approach, we used the ML clustering method implemented in ADMIXTURE



v1l.2 (Alexander et al. 2009). The best number of K was that minimizing the 10-fold cross-
validation error (Figure I1-S1).

Spatial patterns in genetic dissimilarities

We used the EEMS (Estimated Effective Migration Surfaces) program v0.0.0.9 (Petkova et al.
2016) to visualize spatial patterns of population structure. This method aims at identifying
regions where individuals are more genetically distinct (barriers) or similar (corridors) than
expected under isolation-by-distance. This is achieved by estimating two sets of parameters
from pairwise genetic dissimilarities calculated on a geographical grid. These two parameters
are the effective migration rate and the effective diversity rate. The effective diversity rate is
the genetic differentiation between two individuals from the same deme of the grid compared
to the average within-deme differentiation. The effective migration rate represents the genetic
differentiation between two individuals from two different demes of the grid compared to the
average between-deme differentiation. The estimated rates are then interpolated across
geographical space to provide a visual summary of observed genetic dissimilarities. We used
the BED2DIFF program (Petkova et al. 2016) to calculate a dissimilarity matrix after imputation
of missing genotypes. We produced an outer coordinate file of the sampling range in Europe
using the polyline method in the Google Maps APl v3 tool (available at
http://www.birdtheme.org/useful/v3tool.html) and used 1,000 demes to build the grid on the
European sampling range (Figure I1-S2). The RUNEEMS_SNPS program was run in three
independent analyses, with a burn-in of 2,000,000 and Markov chain Monte Carlo length of
5,000,000. Model-checking was performed by evaluating the convergence of runs from the
three different analyses and by the linear relationship between the observed and fitted values
for within- and between-demes estimates using the REEMSPLOTS R package v0.0.1 (Petkova et
al. 2016) (Figure 11-S2). The three analyses were then combined to produce maps of effective
migration and diversity surfaces.

ABC colonization scenario design

To reduce the complexity of the invasion scenario, we only considered plausible scenarios
based on previous genetic analyses (Battaglia et al. 2016; Kambhampati et al. 1990; Kotsakiozi
et al. 2017; Manni et al. 2017; Maynard et al. 2017; Shaikevich & Talbalaghi 2013; Urbanelli
et a. 2000) and on results of the present study. We reconstructed the scenario using a step-by-
step approach by testing sequentially 14 steps of the colonization history, from the divergence
of native lineages to invaded regions outside Europe (USA), primary introductions (Albania,
North Italy and Central Italy), and subsequent introductions in Europe. Schematic
representations of competing scenarios for the 14 analyses are presented in Figure II-S3. For
native lineages, we tested a long divergence time of Japan and continental Asia from an
ancestral unknown population, and alternative origins of the species in continental Asia,
Malaysia or China (analysis 1). Thailand was not considered due to low sample size. Among
invaded areas, we first determined the sources of USA invasion, testing an admixture event
between China and Japan, and alternative origins in Japan and China (analysis 2). We then
investigated the primary introduction events in Europe (Albania, Italy). We compared
alternative sources of Albania in all native populations (analysis 3). Origins of North Italy and
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Central Italy were inferred separately: Japan, USA or both contributions for North Italy
(analysis 4), and North Italy and admixture between North Italy and Albania or China for
Central Italy (analysis 5). For the colonization of Greece, we tested admixture between Albania
and China, Central Italy and Albania, or Central Italy and China (analysis 6). We deliberately
imposed an origin of Montenegro in Albania and of South Serbia in Montenegro (analysis 3).
Other secondary and tertiary introduction events involve either North Italy or Central Italy as
sources. Analyses 7—14 describe the competing scenarios for the sources of Slovenia (North vs.
Central Italy), Croatia (Slovenia vs. Central Italy) and North Serbia (imposed Croatia), France
(North vs. Central Italy) and Switzerland (imposed North Italy), North Spain (North vs. Central
Italy, or France) and Majorca (imposed North Spain), South Spain (France vs. Central Italy),
Corsica (France vs. North Italy), Sardinia (imposed Central Italy) and Sicily (North Spain vs.
Central Italy), and Turkey (North Italy vs. Japan).

Definition of ABC prior parameters

Priors took into account present effective population sizes, the timing in which a split or
admixture events occurred, the intensity of a founding event occurring during introduction
(duration of the bottleneck and number of founders), and the rate of founding admixture, if
considered. Priors were kept deliberately broad for effective population size, divergence time in
the native range and admixture rates. We assumed a bottleneck period after introduction
bounded between 0 and 50 generations and a number of founders bounded between 0 and
1,000. Introduction dates from official records were used to reduce prior intervals for invasive
populations (Figure II-S4, Table II-S3). The prior interval was determined as the maximum
time since introduction (difference between sampling date and first record) =30 generations
(Table II-S3). We assumed seven generations per year, considering the potential number of
weeks of activity of Ae. albopictus in Central Europe and the Balkans (~5—8 generations) and
estimates of the potential number of generations in the Adriatic coast (3—7 generations)
(Caminade et al. 2012; Trajer et al. 2017). These intervals were adjusted to not allow overlap to
avoid incongruences in topologies. All priors were set with a uniform distribution.

ABC simulations, parameters estimation and model checking

We used DIYABC v2.1.0 (Cornuet et al. 2008, 2014) to simulate datasets. We summarized the
within-population genetic variation by using genetic diversity across polymorphic loci and the
between-population genetic variation based on genetic differentiation (Fst) and genetic
distances (Nei). We generated 100,000 data sets for each scenario. We compared the competing
scenarios by calculating their posterior probabilities using a logistic regression on the 1% of
simulated data closest to the observed data (Cornuet et al. 2010; Cornuet et al. 2008). We
checked for accordance between observed and simulated data sets from prior distributions
using a PCA. Confidence in scenario choice was evaluated by generating 1,000 newly
simulated data sets from priors and by computing Type I (proportion of data sets simulated
under the best scenario assigned to other scenarios) and Type II (proportion of data sets
simulated under other scenarios assigned to the best scenario) errors. Once the most likely
scenario for each historical event was identified, we combined all the best scenarios and



generated 100,000 simulated data sets under a global scenario. The posterior distributions of
genetic and demographic parameters were estimated by computing a local linear regression on
the 1% of the simulated data closest to our observed data set, after applying a logit
transformation to the parameter value (Cornuet et al. 2010). The goodness-of-fit of the global
scenario was assessed using two PCAs, first to evaluate the position of the observed data set
against those simulated with the scenario, and second to compare the genetic variation among
populations resulting from observed and simulated genotypes with this scenario, using
posterior median values of each parameter.

Changes in effective population size over time

The demographic history of European bridgehead populations (Albania, North Italy and
Central Italy) was inferred using STAIRWAY PLOT v2 (Liu & Fu 2015). This method is based on
the SNP frequency spectrum (SFS). For each population, the SFS was computed from imputed
genotypes of full SNP data sets: all polymorphic positions of loci present in at least 60% of the
individuals within a population, including singletons and private alleles, resulting in 22,828
SNPs (2,270 loci) for Albania, 22,214 SNPs (1,960 loci) for North Italy and 13,444 SNPs
(1,747 loci) for Central Italy. The observed SFS was first compared to the expected
population's SFS under neutral equilibrium. The expected SFS was estimated from the
observed nucleotide diversity of that population (Watterson 1975). The observed SFS was then
used to infer changes in effective population size over time. The stairway plot algorithm was
run separately for each population. Total sequence length, calculated as the product of the
number of retained loci per population (including monomorphic and polymorphic loci) and the
length of each locus (2 x 110 bp), resulted in 3.29 Mb for Albania, 3.21 Mb for North Italy and
3 Mb for Central Italy. For simulations, we assumed seven generations per year (Caminade et
al. 2012; Tréajer et al. 2017). We used a mutation rate of 2.0 x 10 per site per generation based
on studies in other Aedes species (Bennett et al. 2018; Rasic¢ et al. 2014) and calibrated time
based on introduction date in Albania. Demographic changes over the last 100 years were
estimated using the median of simulations based on 100 bootstrap replicate analyses, and the
precision of the estimations was evaluated using 95% confidence intervals.

Results

Population structure and differentiation

The PCA with all individuals shows genetic variability among native and invasive populations,
with 33% of the total genetic variance accounted for on the two first PCs (Figure I1-2a). The
first PC differentiates populations within the invasive range in Europe, whereas the second PC
differentiates tropical native populations of Southeast Asia from populations distributed in
temperate areas, including native and invasive ranges. Both the K-means and the ADMIXTURE
clustering methods indicate a number of K = 4 genetic clusters (Figure II-S1).

Within the native range of Ae. albopictus, there is strong geographical genetic structure, with
populations from Japan clustered in a different genetic group than those of continental Asia,
including Thailand, China and Malaysia (Figure II-2¢c and II1-S5). The ADMIXTURE analysis
performed only with native populations further differentiates Southeast Asian populations



Partie Il - Histoire de la colonisation en Europe

(Thailand and Malaysia) from those of China (Figure II-2¢, K = 3) although Thailand shows
an intermediate position between China and Malaysia (Figure I1-2a). Accordingly, Fst values
are larger between populations from Japan and continental Asia (Japan vs. China: 0.105-0.188;
Japan vs. Malaysia: 0.159-0.252), than within populations of continental Asia (China vs.
Malaysia: 0.060-0.135) (Figure I1-S6, Table 11-S4).

European invasive populations are also geographically structured. Populations from the South
Balkans (Albania, Montenegro and South Serbia) are differentiated from populations from all
other European populations (Figure II-2a). The K-means procedure detects three genetic
groups in Europe, the first mainly including populations from the South Balkans, the second
including populations from North Italy together with Japan, USA and Turkey, and the third
including populations from Central Italy (Figure II-2a and II-S5). The other locations in
Europe (Western Europe) are split into the two last genetic groups except populations from
Greece that are split into three genetic clusters (1, 3 and 4) (Figure I1-2a and 11-S5).
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Figure II-2 Genetic structure among Aedes albopictus populations. a, Principal component
analysis (PCA) results on the two first PCs including all populations and b, including populations
from Italy and Western Europe. ¢, ADMIXTURE barplots for all populations. Individuals are vertical
bars along the plot and admixture coefficients represent the probability of assignment of each
individual to a group. Population sub-structure is also shown for native and European populations
separately.



The ADMIXTURE analysis also reveals this contrasted pattern between North and Central
regions of Italy, and the overlap between the two groups identified by the K-means procedure is
explained by a strong admixture pattern in most of the populations (Figure II-2c).
Accordingly, the levels of genetic differentiation among most of Western European populations
are low (Fst <0.050, Figure 11-S6). The EEMS analysis also supports these two geographical
barriers to gene flow between populations of the Southern Balkans (Albania, South Serbia,
Montenegro and Greece) and all other European populations, and between North Italy and
Central Italy that extends east from Corsica-Sardinia to Slovenia-Croatia (Figure 11-3a).

The PCA including populations from Italy and Western Europe also shows geographical
differentiation of populations, with 30% of the variance accounted for on the two first PCs
(Figure 11-2b). The first PC reveals genetic similarities between populations from North Italy,
Slovenia and Switzerland, and between populations from Central Italy, South Spain and
Sardinia, whereas populations from France, Croatia, Sicily and Corsica overlap with North and
Central Italy. This corroborates the proportion of admixture found in these populations (orange,
Figure II-2¢) and their clustering among clusters 2 and 3 (Figure II-S5). The second PC
shows genetic differentiation of populations from North Spain and Majorca (Figure I1I-2b),
which is further highlighted by ADMIXTURE results at K = 4 (yellow, Figure II-2¢) and a
strong barrier surrounding this region (Figure I1-3a). A greater value of K within Europe
identifies another genetic group including populations from South Serbia and Montenegro
(blue, Figure 11-2c¢).

At the sampling site scale, populations in North Italy, the Croatian Adriatic coast and
Mediterranean islands show larger than expected genetic dissimilarities while some populations
in France, Slovenia, South Serbia and Greece are more genetically similar than the average
among populations (Figure II-3b). Furthermore, pairwise Fsr among populations revealed
strongly differentiated populations at the sampling site scale in most of the European
populations, suggesting genetic drift acting at the local scale or inbreeding (Table 11-S4).
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Figure I1-3 Spatial patterns in genetic dissimilarities among Aedes albopictus FEuropean populations. Contour
plots of average posterior distribution of migration rates (a) and diversity rates (b) interpolated between grid points
using the EEMS program (Figure II-S2). Effective rates are on the logl0 scale relative to the overall rates. Extreme
values represent regions where genetic dissimilaritics are lower/higher than expected under isolation-by-distance. In
a, brown colors indicate areas with low migration (barriers) and blue colors areas with gene flow. In b, blue and red
colors indicate areas with lower and higher than expected genetic dissimilarities.
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Steps of the colonization history

Based on population genetic analyses (Figures 11-2, I1-3 and II-S6, Table 11-54), the ABC
analysis was designed under a bridgehead scenario, testing sequentially 14 steps of the
colonization history. The best scenarios inferred for each step are presented in Table II-1 (see
Figure II-S3 for posterior probabilities of alternative scenarios) and the global scenario
combining the 14 steps in Figure II-4. Divergence times, effective population sizes, bottleneck
durations and admixture rates were estimated from simulations under the global scenario
(Table I1I-S5). For native populations, the best scenario involves a first divergence of Japanese
populations from continental Asia, then a split between Southeast (Malaysia) and Northeast
populations (China) of continental Asia (analysis 1). The source of USA invasion involves
genetic admixture between Japan and China with equal genetic input from each native source
(analysis 2; Figure I1-S4, Table 11-S5).

Table I1-1 Results of ABC step-by-step procedure with the best scenarios inferred for each of the 14 steps of the
colonization history of Aedes albopictus. For each analysis: posterior probability of the best scenario and confidence
in scenario choice. Schematic representation of competing scenarios and posterior probabilities of alternative scenarios
are in Figure I1-S3.

Best scenario Posterior probability Typel error Type II error

03N L b~

10
11

12
13

14

Long time divergence of Japan and continental Asia 1.00 [1.00—1.00] 0.01 0.01
Split of continental Asia into Malaysia and China
USA: admixture between China and Japan 0.99 [0.99—-1.00] 0.05 0.05

Albania: source in China 1.00 [1.00—1.00] 0.00 0.00
Montenegro: source in Albania

South Serbia: source in Montenegro

North Italy: source in USA 1.00 [1.00—1.00] 0.04 0.10
Central Italy: admixture between North Italy and China 1.00 [1.00—1.00] 0.23 0.10
Greece: admixture between Albania and Central Italy 1.00 [1.00—1.00] 0.31 0.34
Slovenia: source in North Italy 0.90 [0.76—1.00] 0.15 0.22
Croatia: admixture between Central Italy and Slovenia 1.00 [0.99—-1.00] 0.30 0.20
North Serbia: source in Croatia

France: source in Central Italy 0.84 [0.77-0.92] 0.26 0.22
Switzerland: source in North Italy

Corsica: admixture between North Italy and France 0.85[0.81-0.88] 0.13 0.05
North Spain: source in Central Italy 0.91 [0.86—0.95] 0.11 0.15
Majorca: source in North Spain

South Spain: source in France 1.00 [1.00—1.00] 0.06 0.03
Sicily: source in Central Italy 1.00 [1.00—1.00] 0.03 0.05
Sardinia: source in Central Italy

Turkey: Source in North Italy 0.99 [0.99—-1.00] 0.00 0.00

Primary introductions in Europe (Albania, North Italy and Central Italy) involve at least three
independent introduction events. The origin of populations in Albania appears to be China
(analysis 3), the North Italy population was probably introduced from USA (analysis 4)
whereas the colonization of Central Italy involved admixture between populations of North
Italy and China (analysis 5), with a larger contribution of North Italy (Figure I1-S4, Table 11—
S5). Populations in Greece result from founding admixture between Central Italy and Albania
(analysis 6), with a larger contribution from Albania (Figure I1-S4, Table 11-S5). From Italy,
eastward colonization involves a single-source invasion from North Italy to Slovenia (analysis
7), then equal genetic input from Slovenia and Central Italy in Croatia that subsequently spread



to North Serbia (analysis 8). The westward colonization of continental Europe from Italy
involved three steps. The introduction events in France and Switzerland respectively involve
Central Italy and North Italy (analysis 9). Central Italy also initiated invasion of North Spain
(analysis 11) whereas southern regions of Spain have been colonized later from France
(analysis 12). The origin of populations in Turkey reveals that North Italy also initiated
secondary introductions as far as the Black Sea region (analysis 14). On Mediterranean islands,
we imposed a secondary spread from North Spain to Majorca (analysis 11). The colonization of
Corsica involves an admixture between France and North Italy (analysis 10), with a larger
contribution of North Italy (Figure I11-S4, Table 11-S5), whereas Sardinia and Sicily probably
originate from single-source but independent introductions from Central Italy (analysis 13).
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Figure I1-4 Global colonization scenario of Aedes albopictus combining the best scenarios inferred for
each of the 14 steps of the colonization history using ABC algorithm (see Table II-1 and Figure I1-S3).
Times are the medians in generations estimated using the 1% of simulated datasets closest to the observed
dataset of the global scenario (Table I1-S5) and (under brackets) in years ago for divergence between native
lineages (assuming 10 generations per year) and in dates for introduction events (assuming 7 generations per

year).

Confidence in the global colonization scenario

The best scenarios inferred for the 14 steps of the colonization history have high posterior
probabilities (Table II-1). Evaluating errors in scenario choice, however, reveals non-
negligible Type I and II errors for some of the colonization steps. Analyses 1, 2, 3, 4, 11, 12, 13
and 14 have low Type I and II error rates (0% —10%) but analyses 5—10 have error rates of
10%-34% (Table I1-1). Nonetheless, these errors are still low in comparison to recent studies
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investigating the colonization scenario in low differentiated invasive species (Lesieur et al.
2019; Maynard et al. 2017; van Boheemen et al. 2017).

The largest error rates were obtained for analysis 6. For this analysis, different founding
admixtures in Greece were tested following genetic analyses that reveal highly admixed
individuals between three genetic groups (Figure II-2 and I1-S5). However, the procedure
implemented in diyabc does not allow us to test for more than two ancestral populations. As a
result, we probably did not capture all the possible introductions in Greece. Furthermore, the
alternative scenarios tested genetic input from China. It is not surprising to observe a drop in
statistical power in distinguishing the alternative colonization scenarios because the two other
source populations (Central Italy, Albania) also received genetic input from China (Table Il-
1), resulting in overlap between the summary statistics for the probability spaces of each
scenario. In addition to strong admixture patterns and low differentiation of Western European
populations (Figures II-2 and I1-S3, Table 11-S4), this explanation may also account for the
error rates estimated for other analyses (Table II-1). Indeed, the competing scenarios
evaluated either single sources in North Italy and Central Italy or admixture between Central
Italy and North Italy (Figure I1-S3), while the genetic background in Central Italy is composed
of 75% input from North Italy (Figure I1-4, Table I1-S5).

The goodness-of-fit tests evaluating confidence in the global colonization scenario indicate our
model is robust. A PCA on observed and simulated data sets under the global scenario shows
our model produces simulations close to the observed genetic data set (Figure II-S7a).
Likewise, the PCA on simulated genotypes under the global scenario (Figure II-S7b) is
congruent with the PCA on true genotypes (Figure I1-2a). We find the same differentiation of
populations from Japan, USA, Turkey and Western Europe vs. Albania, Montenegro and South
Serbia on the first axis, with Greece having intermediate scores on this axis; and a
differentiation of populations according to tropical vs. temperate areas on the second axis
(Figure I1-S7b). The difference comes from higher between- and lower within-population
variances because all sampling localities were gathered in main geographical subdivisions for
ABC analyses.

Demographic inferences

Founding diversity, estimated from posterior distributions of parameters (ABC analysis),
reveals high genetic diversity during colonization in North Italy and Central Italy and low
founding diversity in Albania (Figure II-5b), respectively, with N =970 £ 62, N. =915+ 110
and N = 337 = 191 (median = SD). These three primary introduced populations show
contrasted demographic histories (Figure 11-6).

Populations in Albania show genomic signatures of past reduction in effective population size,
with a lower proportion ofsingletons (18%) than expected under a constant population size
model (Figure II-6a). After introduction ~40 years ago, the population in Albania shows a
gradual decrease in effective population size down to near extinction ~20 years ago followed
by a demographic expansion ~18 years ago although the effective population size remains low
(N: = 1,800, 95% confidence interval [CI95]: [1,330-2,436], Figure 11-6b).



In North Italy, there is a large proportion of rare variants (30%) compared to neutral
expectations (Figure II-6a). The founding population has undergone a strong genetic
bottleneck during introduction ~30 years ago but with a quick recovery in effective population
size ~20 years ago and the effective population size is much higher than in Albania (N, =~ 4,400,
CI95: [3,938-4,766], Figure II-6b). Finally, the Central Italy population shows a large
proportion of singletons (36%) but at quasineutral equilibrium (Figure I1-6a) and the effective
population size is constant over time, with genetic diversity comparable to that of North Italy
(Ne = 3,500, CI95: [2,792-10,888], Figure II-6b). Concerning secondary introductions, all
populations introduced from Italy show large founding diversity, ranging from N. = 597 + 209
to Ne = 981 £ 58, whereas those introduced from Albania show small founding diversity,
ranging from Ne =11 £ 15to N. = 112 £ 125 (Figure I1-5b, Table 11-S5).
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Genetic diversity indices indicate that native populations do not harbour the largest genetic
diversity (Tables I1-2 and 11-S6, Figure II-5a). Population genetic diversity (Hg) is between
0.201 and 0.230 in Japan, 0.232 and 0.247 in China, and 0.210 and 0.219 in Malaysia (Figure
II-5a, Table 1I-S6). European populations show strong variation in genetic diversity, but
expected heterozygosity is larger than in native populations in two populations in North Italy
(0.248 and 0.257), the two populations in Central Italy (0.250 and 0.266), one population in
Corsica (0.251), four populations in France (0.249-0.258), three populations in Sardinia
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(0.255-0.261), one population in Sicily (0.249), one population in Slovenia (0.251) and the two
populations in Switzerland (0.252 and 0.259). Furthermore, the highest allelic richness in the
native range is AR = 1.24 (China) while Corsica, Croatia, France, North Italy, Central Italy,
North Spain, Sardinia, Sicily and Switzerland have equivalent or larger AR values, with the
highest in Central Italy (AR = 1.26, Table 11-S6). By contrast, populations from Albania and
secondary introductions from Albania show lower to equivalent genetic diversity as native
populations (Table II-2 and II-S6, Figure 11-5a). In Albania, Hg ranges from 0.177 to 0.244
and from 0.169 to 0.229 in secondary introduced populations, and AR ranges from 1.17 to 1.22
(Table I1-S6).
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Figure 1I-6 Demographic history of Aedes albopictus European bridgehead populations. Demographic
inferences were performed on full SNPs datasets (Albania: 22,828, North Italy: 22,214 and Central Italy: 13,444
SNPs). a, Folded site frequency spectrum (SFS), with grey vertical bars representing the observed SFS and solid
line the expected SFS under neutral equilibrium. b, Changes in effective population size (Ne) over the last 100
years obtained from the STAIRWAY PLOT method. The full lines represent the median of estimations and dotted
lines the 95% confidence interval from 100 bootstrap replicates.

Global diversity indices show the same patterns, and the whole worldwide genetic variability
sampled in this study (overall Hr = 0.264) is almost found within restricted geographical
regions of Western Europe: North Italy (Hg = 0.257) and Central Italy (Hg = 0.262) as well as
some secondary introductions (France: Hr = 0.260, Switzerland: Hr = 0.260, Croatia: Hp =
0.257, Table 11-2). Furthermore, these regions do not differ from the global gene pool sampled
in this study (no significant f values, Table II-2). Interestingly, there is a strong positive
correlation between the founding diversity (number of founders inferred from the global
scenario, Table II-S5) and the current expected heterozygosity (Hg, Table 11-2) in each of the
geographical area (Pearson's R = 0.63, p = 0.003).



Table 11-2 Global genetic diversities. N,,,: number of populations; Ni,: number of individuals used for
calculations; Hq: observed heterozygosity; Hg: expected heterozygosity; Fis: fixation index; fs: population
specific Fsr; AR: allelic richness. In italic: estimations at the population level (only one population). All the
estimations at the population level are in Table I11-S6.

Geographical

subdivision Npop Nind HO HE AR FIS T ﬂS T
Malaysia 4 22 0.123 0.221 1.217 0.373 0.177
China 6 39 0.162 0.243 1.241 0.300 0.084
Japan 2 14 0.177 0.225 1.222 0.184 0.156
US4 1 10 0.163 0.212 1.209 0.186 0.208
Turkey 5 22 0.179 0.230 1.228 0.182 0.133
Albania 15 67 0.180 0.234 1.233 0.209 0.114
Montenegro 1 10 0.175 0.228 1.224 0.184 0.149
South Serbia 1 10 0.173 0.169 1.165 -0.060 0.373
Greece 3 14 0.168 0.233 1.229 0.224 0.129
North Italy 6 42 0.190 0.257 1.256 0.228 0.029
Central Italy 2 11 0.199 0.262 1.260 0.200 0.015
Switzerland 2 15 0.195 0.260 1.257 0.211 0.023
Slovenia 15 67 0.182 0.250 1.249 0.247 0.055
Croatia 4 27 0.192 0.257 1.256 0.223 0.029
North Serbia 1 6 0.187 0.231 1.228 0.146 0.136
France 28 154 0.189 0.260 1.259 0.256 0.016
North Spain 5 23 0.186 0.244 1.241 0.203 0.083
South Spain 2 13 0.181 0.223 1.220 0.147 0.164
Majorca 4 20 0.169 0.240 1.238 0.246 0.097
Sardinia 5 27 0.191 0.255 1.253 0.217 0.039
Corsica 2 13 0.176 0.250 1.246 0.246 0.065
Sicily 4 32 0.182 0.252 1.250 0.235 0.050

+ Significance threshold P<0.001; non significant in bold.

Discussion

Aedes albopictus colonization of Europe

The native range of Aedes albopictus encompasses eastern Asia from Indonesia to Japan.
Previous attempts to reconstruct the evolutionary history of native lineages proposed an origin
of the species in China, an initial colonization of tropical Southeast Asia from China, and a
recent colonization of Japan, without disentangling whether Japan arose from a single Chinese
source or admixture between Thailand and China (Manni et al. 2017). However, this later study
found low genetic differentiation among native lineages. In contrast, our study reveals spatial
genetic structure among native populations with three main clusters distinguishing (a)
equatorial Malaysia and tropical Thailand, (b) subtropical South China and (c) temperate Japan
(Figure II-2c¢). This concurs with biogeographical differences already reported across Ae.
albopictus native lineages that split thousands of generations ago (Kotsakiozi et al. 2017;
Maynard et al. 2017; Porretta et al. 2012). In this timing of divergence, the most likely scenario
suggests that the ancestral Asian population split into Japan and continental Asia, and then
continental Asia split into Northeast (China) and Southeast (Malaysia) populations (Figure 11—
4, Table II-1).

The oldest historical reports of Ae. albopictus outside its native range date back to the 19th
century but its global spread started only few decades ago (Scholte & Schaffner 2007). Most
genetic studies on the invasion of the USA suggested a Japanese origin of North American
populations (Battaglia et al. 2016; Kambhampati et al. 1990; Kotsakiozi et al. 2017; Manni et
al. 2017; Urbanelli et al. 2000) but others have also reported several introductions from China
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(Linthicum et al. 2003; Zhong et al. 2013). Our results support these two potential sources as
our USA population was composed of a mixture of distinct native lineages with equivalent
genetic input from China and Japan (Figure I1-4, Table I1-1). In the primary invaded areas in
Europe (1979: Albania, Adhami & Murati 1987, 1990: Italy, Sabatini et al. 1990), we identified
three independent introduction events (Figure II-4, Table II-1). Mosquitoes in Albania
probably originated in China, as previously proposed (Battaglia et al. 2016; Manni et al. 2017).
However, the wide differentiation of Albanian and Chinese populations suggests either a
founder effect and/or that we did not sample their true native origin (Figures I1-1, II-2 and 11—
S6).

The later introduction in Italy involves another source population. The main possible routes of
introduction are from the USA, based on commercial trade of used tyres between 1988 and
1995, especially from Atlanta, Georgia (Dalla Pozza et al. 1994), which was corroborated by
population genetics studies (Battaglia et al. 2016; Kotsakiozi et al. 2017; Manni et al. 2017;
Shaikevich & Talbalaghi 2013; Urbanelli et al. 2000). In accordance with this, we found that
populations in North Italy are genetically close to those of Japan and the USA but were more
probably introduced from the USA (Figure II-4, Table II-1). Thereafter, established
populations in North Italy spread to central Italian regions, which coincides with the gradual
colonization of all the regions of Italy until reaching central regions in the late 1990s/early
2000s (ECDC). An additional introduction of unrelated Chinese mosquitoes resulted in a
different genetic background that was sampled in Central Italy in 2015 (Figure 11-4, Table 11—
1).

After introductions in Albania and Italy, the species was periodically reported but not declared
established in other parts of Europe until 2002 (ECDC). We show that established populations
in Albania, North Italy and Central Italy have acted as “dispersal centres” in Europe (Figures
II-1 and I1-4). In the Southern Balkans, populations of Ae. albopictus inherited the genetic
makeup of their source (Albania). The genetic differentiation of populations of the Southern
Balkans from those of Western Europe can be explained by the historical divergence of
lineages introduced in Italy and Albania and low connectivity between these regions. This
strong barrier to gene flow corresponds to a geographical one (the Adriatic Sea) but probably
reveals the lack of human-mediated dispersal due to low trade between these regions.
Established populations in North Italy colonized close geographical regions (Switzerland,
Corsica, Slovenia) whereas those in Central Italy dispersed widely westward (France, North
Spain, Sardinia, Sicily), but also eastward (Croatia, Greece) so that substantial gene flow exists
between the Italian and Balkan peninsulas. Subsequently, secondary introductions initiated
from Central Italy have promoted nearby introductions from Croatia to North Serbia, North
Spain to Majorca, and France to Corsica and South Spain.

The distribution of populations resulting from the spatial expansion of each bridgehead
population appears to be geographically structured. Indeed, most genetic disjunctions between
geographically close populations correspond to range edges of the current distribution of major
genetic groups identified in Europe (Figure II-1). This is further supported by patterns of
admixture in “contact zones” around these edges: Greece between Albania and Central Italy,
Croatia between North (through Slovenia) and Central Italy, an intermediate pattern between
North and Central Italy (BOL), and France between North and Central Italy (Figures Il-1 and
11-2).



Although the goodness-of-fit tests demonstrate the robustness of the colonization scenario
inferred (Table II-1, Figure 1I-S7), it is likely that other introductions into Europe went
undetected. For instance, we found genetic admixture in Greece between Italy and Albania,
which corroborates some previous studies revealing genetic similarities between Greece and
Italy (Battaglia et al. 2016; Kamgang et al. 2011). It also supports previous hypotheses
independent of genetics of multiple introductions from ports from Albania or Italy (Scholte &
Schatfner 2007). However, other studies found that these populations were different and
suggested an additional tropical origin for some Italian and Greek populations (Kotsakiozi et al.
2017; Manni et al. 2017). These discrepancies are probably due to a low number of populations
sampled outside the study area, and that we did not sample the same European populations.
Likewise, we found a North Italian origin of populations in Turkey. Given the geographical
distribution of Ae. albopictus in the Black Sea region (Akiner et al. 2016), there are several
potential alternative sources of Turkish populations that we were not able to test. This
highlights the importance of thorough sampling to accurately detect the source origin of
invasive populations.

Demographic history, genetic diversity and spatial expansion

The genetic diversity of founding populations is primarily determined by the diversity in
source, whether the source is native or invasive, and propagule pressure (Lee 2002; Lockwood
et al. 2005). Thereby, one should expect (a) a negative relationship between current diversity
and bottleneck intensity, (b) similar levels of diversity among sources and introduced
populations for invasions with many invaders, or (c) higher diversity in the introduced
population if multiple introduction events occurred (Dlugosch & Parker 2008; Lockwood et al.
2005; Rius & Darling 2014). From the colonization scenario inferred in this study, we first
reveal contrasted introduction modalities among the European bridgehead populations, with a
single introduction event of a non admixed native unit in Albania (China), a single admixed
source as well for the colonization of North Italy (USA) and post-introduction admixture
between unrelated sources in Central Italy (North Italy and China) (Figures II-1 and 114,
Table I1-1). Whether the founding diversity estimated from ABC analysis reflects the direct
number of invaders, the genetic diversity of invaders or the frequency of introduction events, it
is clear that the mode of introduction conditions the levels of founding diversity in introduced
populations and further demographic histories (Figures I1-5 and I1-6, Tables 11-2 and 11-S6).

Due to the political and commercial isolation of Albania and exchanges restricted to China in
the 1970s, a low number of individuals were introduced at that time (Adhami & Reiter 1998).
In accordance with this, the founding diversity in Albania was very low, which may have
induced the constant erosion of genetic diversity recorded since introduction and similar-to-low
levels of diversity as compared to China (Figures II-5 and I1-6, Tables II-2 and I1-S6). In
North Italy, although we estimated large founding diversity, demographic inferences suggest
the founding population has undergone a genetic bottleneck during introduction but a
subsequent strong demographic expansion (Figures II-5 and II-6). The two independent
introductions reported in Genoa and Padua (Dalla Pozza & Majori 1992; Sabatini et al. 1990),
the large founding diversity and the higher genetic diversity than in its USA source suggest that
the gain in effective population size is due to propagule pressure and admixture between
multiple introductions from the USA. Finally, the Central Italy population shows the highest
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genetic diversity (Tables II-2 and II-S6). A complex history of demographic expansion in
North Italy and post-introduction admixture with unrelated individuals from China would
explain this diversity and the lack of a bottleneck during introduction (Figure 11-6).

From experimental studies, there is strong evidence for the role of founding diversity in
improving establishment success and population persistence (reviewed by Forsman 2014).
Furthermore, a recent laboratory experiment suggested that diversity arising from genetic
admixture could have an impact on invasive range expansion, and especially on the duration of
the lag phase preceding spatial expansion (Wagner et al. 2017). The European invasion of the
Asian tiger mosquito might provide a good opportunity for understanding the factors
influencing the colonization potential of introduced species. Indeed, the spread of Ae.
albopictus in Europe since first introductions suggests an acceleration of the expansion process
(Figure 11-S4; ECDC) and the populations that arose from mixtures of different sources,
whether historical or founding, promoted more secondary introductions and spread farther than
single-source invasions (Figures I1-1 and 11-4).

In Albania, the substantial demographic expansion recorded in the late 1990s coincides with an
increase in trade, probably promoting new introductions after the fall of the communist regime
in 1991. This demographic event might have promoted spatial expansion in the Balkans,
following by introductions in Montenegro and Greece in the early 2000s (Petri¢ et al. 2001;
Samanidou-Voyadjoglou et al. 2005). However, the current invasive range size of founding
Albanian populations is quite restricted (Figure II-1). Population expansion in the Southern
Balkans may have been constrained for genetic reasons, not only due to the historical genetic
depletion in Albania but also because the secondary colonization process involved a very low
diversity in founders (Figures I1-5 and I1-6). For some introduction events (Montenegro and
South Serbia), this founder effect has produced less genetically diverse populations than in
Albania, probably due to genetic drift. However, genetic admixture in Greece between
unrelated populations from Albania and Central Italy has counterbalanced these genetic
constraints.

In North Italy, the demographic expansion in the late 1990s coincides with the well-described
historical spatial expansion throughout Northern regions of Italy between 1991 and 1995
(Knudsen et al. 1996) and the 10-year period preceding spread to Central regions of Italy from
1997 to early 2000s (ECDC). Highly variable populations in Central Italy may have the ability
to establish and spread rapidly. Established since ~2000 in Central Italy's Adriatic coast, an
extremely short lag phase coincides with the colonization of Western Mediterranean regions
that began in 2003 (ECDC). Secondary introductions from Italy exhibit large genetic diversity
during colonization (Figure I1-5). Combined with large gene flow, this may have facilitated
the maintenance of high levels of genetic variability in invading range-edge populations
(Figure I1-5, Tables II-2 and I1-S6). Nonetheless, the genetic diversity of Italian source
populations has not always induced high genetic diversities in secondary introduced
populations. Genetic drift acting at the local scale may have reduced genetic diversity in range
edges, as suggested by high Fsr values for some sampling sites (Table 11-S4), although many
of them still harbour higher diversity than native populations. These populations have had the
chance to establish and persist, which may explain the large invasive range sizes that founding
Italian populations reached in a very short time frame (Figure I11-1).



Mechanisms promoting invasiveness

The spread of Ae. albopictus in Europe is characterized by a rapid spatial expansion and an
accumulation of invaded sites in noncontiguous areas (Figure I1-S4; ECDC). This is expected
for human-mediated invasive species, which are more likely to spread through long-distance
jumps rather than diffusion-like processes (Lockwood et al. 2005). We demonstrate here that
this pattern of spread is complex, with a mosaic of admixed invasive populations, a large
number of secondary introductions from several dispersal centres (points of introductions in
Europe) and frequent genetic exchange among remote invasive populations. This complex
pattern places Ae. albopictus range expansion in Europe in the context of bridgehead invasions,
which appears to be a common phenomenon in biological invasions (Barker et al. 2017;
Bertelsmeier et al. 2018; Lesieur et al. 2019; Lombaert et al. 2010; van Boheemen et al. 2017).

The bridgehead effect in Ae. albopictus could rely on the acquisition of evolutionary
adaptations facilitating the establishment and further spread of locally adapted populations
(Dlugosch et al. 2015; Estoup & Guillemaud 2010; Prentis et al. 2008; Rius & Darling 2014).
However, there is no empirical support for the evolution of greater invasiveness in bridgehead
populations (Bertelsmeier & Keller 2018). Furthermore, adaptive mutation takes a long time to
occur, and thus introduced populations are more likely to establish if they already possess
alleles advantageous in the invaded environment (Barrett & Schluter 2008). The role of
adaptive changes within the native range prior to introduction has already been suggested for
invasions in colder climates (Rey et al. 2012). The success of Ae. albopictus invasion of
temperate areas is presumably due to the photoperiodic diapause of eggs already present in
parts of the native range (Poeclchau et al. 2013; Urbanski et al. 2012). Furthermore, a genome
scan between invasive temperate and native tropical populations of Ae. albopictus revealed
signatures of selection on standing variants with low initial frequencies in the tropical
population (Goubert et al. 2017). By demonstrating that European populations all originated
from native or non-native near-temperate lineages, we thus support that these populations were
adequately pre-adapted for establishment in climates of Southern European countries. The lag
time before expansion in Europe may be purely due to demographic phenomena rather than to
lack of adaptation to a temperate climate. Interestingly, the two bridgeheads that received
Chinese genetic input (Albania, Central Italy) and their derived populations are all located in a
Mediterranean climate (Figure I1-1). On the other hand, North Italy lacks the Chinese ancestry
found in its USA source and dispersed through areas with wetter summers. We therefore cannot
exclude post-introduction genetic changes during invasion of non-Mediterranean climates.

The alternative explanation for secondary spread from bridgehead populations in Europe stems
from the role of human transportation networks (Banks et al. 2015; Bertelsmeier & Keller
2018) that have resulted in the establishment and spread of Ae. albopictus in recent decades
(Eritja et al. 2017; Medley et al. 2014). The combination of genomic and observational data
reveals that the topology of human transportation networks conditioned the genetic and
demographic patterns in Ae. albopictus: (a) the sources of populations correspond to
international trade partners at the time of first introductions; and (b) the increasing rise in trade,
which was probably stronger in the Western Mediterranean, has promoted new introductions,
increasing the number of individuals released and the frequency of admixture events. It has
favoured the maintenance of high levels of genetic diversity in invading populations
(countering bottleneck effects and drift), which can exceed that of source populations,
improving establishment success, population persistence and further spread.
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In conclusion, our results highlight the major role that genetic admixture has had in shaping the
recently invading European populations. This mechanism has the potential to promote
invasions by increasing genetic diversity and creating novel genetic combinations (Kolbe et al.
2004; Lavergne & Molofsky 2007). Consequently, the worldwide genetic variability sampled
in this study is found within restricted regions of the European range of Ae. albopictus. It can
promote the subsequent spread of colonizing populations through a variety of mechanisms
(Hufbauer 2017; Wagner et al. 2017). In support of this, admixed primary introductions of Ae.
albopictus show the highest genetic diversity and secondary spread. Most European
populations appear to have arisen from secondary spread or from the spread of established
secondary introduced populations. We thus also support a positive feedback loop between the
introduction and establishment stages of the invasion process (Bertelsmeier et al. 2018). Based
on the explosive expansion from Italian populations, the high levels of genetic diversity may
have accelerated this phenomenon.
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Figure 11-S2 EEMS analysis and model checking. a, Grid map representing the 1,000 sampled
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(Figure I1-3a). b, Convergence diagnostic of the MCMC chains from the three separate analyses.
Each analysis is represented by a different color. Observed versus fitted dissimilarities between
pairs (¢) of sampled demes (o, B) and within (d) sampled demes (o).



Partie Il - Histoire de la colonisation en Europe

1. Divergence in the native range

Scenario 1 Scenario 2
op: 1.00(1.00-1.00] 5p:0.00[0.00-0.00]

Scenario 3

Scenario 4 Scenario 5§

Scenario 6

JA CH MA CH JA MA CH JA MA  MA JA CH JA MA CH

JA CH MA
[
2. Introduction in the USA 3. in Albania, and South Serbia
Scenario 1 Scenario 2 Scenario 3 Scenario 1 Scenario 2 Scenario 3
pp:0.010.00-0.01] Pp:0.00(0.00-0.00] pp: 1.00(0.99-1.00] P9:0.00[0.00-0.00) pp: 1.00(1.00-1.00] Pp:0.00(0.00-0.00]
JA USA CH JA USA CH JA  USA cH JA CH AL SSE MO MA JA CH MO SSE AL MA JA MO SSE AL CH MA
4. Introduction in North Italy
Scenario 1 Scenario 2 Scenario 3
Pp:0.00(0.00-0.00] pp: 1.00(1.00-1.00] 990,00 [0.00-0.00]

pp: 1.00(1.00-1.00]

JA NIT TU USA CH

pp: 0.00 [0.00-0.002]

JA TU NIT USA CH JA USANITCIT AL

CH

A A

JA USA NIT CIT AL CH

JA NIT USACH |[JA NIT USACH | JA NIT USA CH
[
¥ v
14. Introduction in Turkey 5. Introduction in Central Italy
Scenario 1 Scenario 2 Scenario 1 Scenario 2 Scenario 3

pp:1.00(1.00-1.00]

JA USA NIT CITCH

AL

]

v i

|
v

A

—

7. Introduction in Slovenia

Scenario 1 Scenario 2
P9:0.90[0.76-1.00] p:0.01(0.00-1.00]

Scenario 1
Pp: 0.00(0.00-0.01)

Scenario 3
79:0.10[0.00-0.22]

9. Introduction in France and Switzerland

rio 2

Pp:0.84[077-092)

Pp:0.

6.

in Greece

16(0.08-023]

Scenario 1
pp:0.00[0.00-000]

Scenario 3
op:0.00[0.00-0.00]

Scenario 2
pp: 1.00[1.00-1.00]

Figure 11-S3 ABC scenarios design with schematic representations (not to scale) of competing scenarios for the 14
analyses and posterior probabilities (pp). AL: Albania, CH: China, CIT: Central Italy, CO: Corsica, CR: Croatia, CSI:
Central Sicily, FR: France, GR: Greece, JA: Japan, MA: Malaysia, MJ: Majorca, MO: Montenegro, NIT: North Italy,
NSE: North Serbia, NSP: North Spain, SA: Sardinia, SL: Slovenia, SSE: South Serbia, SSI: South Sicily, SSP: South

Spain, SW: Switzerland, TU: Turkey, USA: United-States.

/
[}
NIT SL  CIT [NIT SL CT NT SL CIT NIT SW FR CIT |[NIT SW FR CIT |NIT SW FR CIT JAUSA NIT CITCH GR AL | JA USA NIT CIT CH GR AL | JA USA NIT CIT CH GR AL
A 4 A 4 A 4 l ¢ A ¢ ¢
8. Introduction in Croatia and North Serbia 10. in Corsica 1. in North Spain and Majorca 12. Introduction in South Spain
Scenario 1 Scenario 2 Scenario 3 Scenario 1 Scenario 2 Scenario 3 Scenario 1 Scenario 2 Scenario 3 Scenario 1 Scenario 2
90,00 [0.00-0.01] pp: 0.00(0.00-0.01] p: 1.00(0.99-1.00] p: 0.15[0.11-0.18] op: 0.00(0.00-001) pp: 0.8 (0.61-0.88] op: 0.00 (0.00-0.41] pp: 0.91 [0.86-0.95] p:0.09(0.00-0.50] 9p: 0,00 0.00-0.00] pp: 1.00[1.00-1.00]
4 4
{ / { { / ’
/ ( 4 \ / N
\ 4 \ ‘4
NITSL NSECRCIT NITSL CR NSECIT |[NITSL CRNSECIT|| | NIT CO FRCIT NIT FR COCIT |NIT CO FR CIT NIT MJ NSP FR CIT | NIT FR NSP MJCIT [ NITFRMJNSPCIT| | FR  SSP CIT (FR SSP  CIT
13. in Sardinia and Sicily
cenario 1 Scenario 2
pp: 0.00 [0.00-0.00] pp: 1.00 [1.00-1.00]
4 4
4
{ [}
) { ¢
NSP SSI CSI SA CIT |NSP SSI CSI SA CIT




Introduction date

I 1979-1995 [ 1995-2000 [ 2000-2005 [ 2005-2008 [ ] 2008-2012 [ 2012-2015 [ | 2015-2018

Figure I1I-S4 Range expansion of Aedes albopictus in Mediterranean Europe. Mapping units
(NUTS 3) colored according to first reports of introduction of Ae. albopictus in European
countries, only where the species is now considered established (ECDC). First reports: Albania
1979; Italy 1990; Montenegro 2001; Slovenia 2002; Switzerland and Greece 2003; Croatia, North
Spain and France 2004; South Spain 2005; Germany 2007; North Serbia 2009; Bulgaria and West
Turkey 2011; Czech Republic, Austria and Romania 2012; Slovakia 2013; South Serbia 2014;
England and Portugal 2017. Mediterranean Islands: Sicily 2003; Corsica and Sardinia 2006; Malta
2008; Balearic Islands: Majorca 2012; Ibiza 2014; Minorca 2015. Black Sea region: Russia 2011;
East Turkey and Georgia 2015.
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Figure I1-S6 Genetic differentiation (pairwise Fsr) between main geographical subdivisions
in the lower triangle and 95% confidence interval based on 1,000 bootstrap resampling in the
upper triangle. Colors indicate the level of genetic differentiation (green: low, red: strong). Low
Fst values (<0.050) are indicated in white.
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Figure II-S7 Goodness-of-fit of the global scenario. a, Principal component analysis
showing location of observed and simulated datasets drawn from priors on the six first PCs
(the first 10,000 simulations are represented). b, Principal component analysis on 658
simulated genotypes under the global scenario (Thailand not included).




Table 11-S1 Sampling characteristics of Aedes albopictus populations. The number of populations (N,,,) represents
the samples analyzed for each geographical subdivision. The number of retained genotypes for each population do
reference to Table I1-S2, with initial sample size under brackets. Collection method: A: adults, L: larvae, f: field, I:
reared from larvae, e: reared from eggs, *: standardized lab conditions: 27°C, 70% RH.

. . Po Geographical coordinates Sample
Country Noop Sampling locations co dl:e Date Latgitu(l;e PonCiata: sizz Method
Thailand 1 Kanchanaburi THAI 2014 - - 2 Le
Malaysia 4 Penang, Balik Pulau PBAa 2017 5.342444 100.229167 2 Af
Penang, Balik Pulau PBAe 2017 5.342444 100.229167 8 Ae *
Penang, Sungai Dua PSUa 2017 5.358889 100.301778 4 Af
Penang, Sungai Dua PSUe 2017 5.358889 100.301778 8 Ae *
China 6 Baiyun BAYa 2017 23.189397 113329564 3 (5) Af
Baiyun BAYe 2017 23.189397 113.329564 8 Ae *
Haizhu HAZa 2017 23.095511 113.285319 7 Af
Haizhu HAZe 2017 23.095511 113.285319 7 Ae *
Panyu PAYa 2017 23.063433 113.385778 8 Af
Panyu PAYe 2017 23.063433 113.385778 6(8) Ae*
Japan 2 Tokyo HKM 2010 - - 8 Ae
Saitama SAla 2017 35.916583 139.675374 6 (8) Al
United States 1 Atlanta ATL 2017 33.748995 -84.387982 10 Ae *
Turkey 5 Artvin ARTI 2016 41.181000 41.830830 5 Af
Artvin ART?2 2016 41.481972 41.527722 5 Af
Artvin ART?3 2016 41.391305 41.693440 5 Af
Trabzon TRAI 2016 41.040858 39.279888 5 Af
Trabzon TRA2 2016 40.893805 39.710830 2 Af
Albania 15 Divjaké DIV1 2015 40.975130 19.480963 2 Ae
Divjaké DIV2 2016 40.975130 19.480963 8 Ae *
Durrés DURI1 2015 41.520478 19.519274 2 Ae
Durrés DUR2 2016 41.520478 19.519274 3 Ae *
Fier FIE1 2015 40.724760 19.561302 8 Ae
Fier FIE2 2016 40.724760 19.561302 6 Ae *
Golem GOL 2016 41.225624 19.515145 5 Ae *
Ksamil KSAIl 2015 39.769328 20.002964 1 Ae
Ksamil KSA2 2016 39.769328 20.002964 4 Ae *
Lezhé LEZ1 2015 41.807517 19.599900 3 (4) Ae
Seman SEM 2015 40.758855 19.371225 1 Ae
Sop SOP 2016 40.719364 19.458050 10 Ae *
Spille SPI 2016 41.095384 19.469439 1 Ae *
Tirané TIR3 2016 41.315837 19.842510 10 Ae *
Vloré VLO 2015 40.326201 19452363 3(4) Ae
North Italy 6 Belluno BEL 2017 46.133878 12.192491 8 Ae *
Bologna BOL 2015 44.640543 11.189305 11 Ae
Chioggia CHI 2015 45.219861 12.278794  3(5) Ae
Padova PAD 2017 45.395748 11.886822 7(8) Ae*
Torino TOR 2015 45070339 7.686864 5 Ae
Verona VER 2017 45479866 10.798987 8 Ae *
Central Italy 2 Ancona ANC 2015 43.615830 13.518915 3(6) Ae
Foggia FOG 2015 41.462198 15544630 8(9) Ae
Corsica 2 Borgo BOR 2017 42.554742 9.424047 8 Ae *
Ortiporio ORT 2017 42 453652 9.343802 5 Ae *
Slovenia 15 Ajdovscina AJDI1 2015 45.888156 13.895867 3 Af
Ajdovscina AJD2 2016 45.888156 13.895867 5 Al
BreZice BRZ 2015 45.899905 15.598562 3 Al
Izola 1Z01 2015 45.541098 13.659428 2 Af
Izola 1Z02 2016 45.541098 13.659428 6 Al
Komen KOM1 2015 45.819150 13.747601 3 Ae
Kozina KOz 2016 45.603274 13.950104 8 Ae
Ljubljana LIU1 2015 46.071441 14.532783 2 Al
Ljubljana LJU2 2016 46.071441 14.532783 6 Al
Novo Mesto NOM1 2015 45.813012 15.172454 3 Al
Novo Mesto NOM2 2016 45.813012 15.172454 6 Al
Pivka PIV1 2015 45.681509 14.193256 3 Ae
Pivka PIV2 2016 45.681509 14.193256 1 Ae
Podgrad POD 2016 45.525174 14.146450 8 Ae
SeZana SEZ 2016 45711524 13.873801 8 Al




Partie Il — Histoire de la colonisation en Europe

Croatia

North Serbia
South Serbia
France

Switzerland
Greece
Montenegro

North
Spain

South
Spain
Majorca

Sardinia

Majorca
(continued)

Sicily

1
1
28

Osijek

Pula

Pula

Split

Batrovci
Gostun

Aiton

Aiton
Bretenoux
Capdenac-Gare
Ciron

Créteil
Cuxac-D'Aude
Guilherand
Lavardac
Lodeve
Montauban
Montpellier
Nyons

Pts-les-Valences

Ruoms
St-G-les-Bains
St-Paul-les-Dax
Saint-Priest
Seyches
Strasbourg
Strasbourg
Valence

Les Vans
Vénissieux
Villeurbane
Vincennes
Villefranche
Vézénobres
Chiasso
Pedrinate
Agios Stefanos
Egaleo
Kefalonia
Tivat
Beceite
Castelldefels
Llobregat
Martorell
Sant Andreu
Alhaurin
Benicasim
Andratx
Bunyola
Capdepera
Capdepera
Alghero
Cagliari
Olbia
Olmedo
Oristano
Catenanuova
Enna Bassa
Pergusa
Modica

OS]
PULa
PULe
SPLe
BAT
GOS
AIT1
AIT2
BRX
CAP
CIR
CRET
CUX
GUG
LAV
LOD
MNB
MNP
NYO
POR
RUO
SGB
SPD
STP
SEY
NEU
SCH
VAL
VAN
VEN
VIL
VIN
VIS
VZE
CHSI1
CHS6
AGS
EGA
KEF
TIV
BEC
CAS
HLL
MAR
SAB
ALH
BCS
AND
BUN
CPP1
CPP2
ALG
CAG
OLB
OLM
ORI
CAT
ENB
LDP
MOD

2017
2017
2017
2017
2016
2016
2015
2016
2015
2015
2015
2015
2017
2016
2016
2016
2015
2015
2013
2016
2013
2016
2016
2013
2016
2017
2017
2013
2013
2016
2016
2015
2013
2016
2017
2017
2016
2016
2016
2017
2017
2016
2016
2016
2016
2017
2017
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2017
2017

45.525000
44.866667
44866667
43.508333
45.038606
43.184523
45.563052
45.557069
44915650
44.573873
46.626990
48.795956
43.245275
44.928500
44.179226
44.052771
44.022125
43.604138
44361880
44877525
44.452912
44.858611
43.724254
45.698938
44.550339
48.570463
48.605225
44933393
44.404688
45.718950
45.768758
48.836380
45.991471
43.732622
45.837856
45.826229
38.081838
38.000919
38.325026
42.434981
40.834592
41267961
41.348906
41474367
41.449825
36.659948
40.052086
39.575229
39.671768
39.686232
39.657246
40.563764
39.202100
40.922778
40.671639
39.898933
37.565300
37.552547
37.521753
36.708917

18.577778
13.850000
13.850000
16.440556
19.753215
19.133864
6.258962
6.267984
1.838359
2.080505
1.245467
2463528
3.002373
4.875238
0.298910
4.139575
1.352959
3.847717
5.140144
4.877922
4.341765
4.828205
-1.072479
4.947071
0.306345
7.765520
7.748453
4.892360
4.131916
4.859877
4.889538
2.445137
4.718820
3.318002
9.026298
9.013598
23.513619
23.403303
20.401139
18.706639
0.179643
1.980247
2.094264
1.923194
1.971236
-4.540081
0.019680
2426133
2.687203
3.450698
3437622
8.326214
9.136347
9.480278
8.365042
8.586897
14.688944
14.288203
14.309139
14.790889

6 (7)

12

7(8)
6 (7)

o P =

0 00 00 0 1 W

Af
Af
Ae
Ae
Ae

Af

Ae
Af
Ae
Af
Af
Le
Af
Af
Af
Ae
Af
Ae
Ae
Ae
Af
Af
Lf
Ae
Af
Af
Af
Af
Af
Af
Af

Ae
Ae
Ae
Af
Af
Af
Af
Af
Af
Af
Af
Af

*
*

*




Table II-S3 Definition of prior distributions of ABC parameters and adjusted values, based on parameters
estimation of intermediate scenarios and the maximum time since introduction, used for reconstructing the European
invasion scenario of Aedes albopictus.

Parameter ?:?:;Zl Sampling Date MS:;:'S“C smcé;lltel::::)clgon Priors Adjusted priors
Japan - Asia [1,000—-50,000] [20,000—30,000]
China - Malaysia [1,000—20,000] [10,000—20,000]
Admixture rate [0.001-0.999]

Bottleneck duration [0—50]

Number of founders [10—1,000]

USA 1985 2017 32 224 [194-254] [200—260]
Albania 1979 2015-2016 36-37 252-259 [222-289] [220-290]
Montenegro 2001 2017 16 112 [82—-142] [80—140]
South Serbia 2014 2016 2 14 [0-44] [10-50]
North Italy 1990 2015-2017 25-27 175-189 [145-219] [150—200]
South Italy 2000 2015 15 105 [75—-135] [100—140]
Turkey 2015 2016 1 7 [0-37] [10—40]
Greece 2003 2016 13 91 [61-121] [60—100]
Slovenia 2002 2015-2016 13-14 91-98 [61-128] [90—-130]
Croatia 2004 2017 13 91 [61-121] [70-90]
North Serbia 2009 2016 7 42 [19-79] [10-70]
France 2004 2013-2017 9-13 63-91 [33—-121] [80—100]
Switzerland 2003 2017 14 98 [68—128] [70—130]
North Spain 2004 2016—2017 12—-13 84-91 [54-121] [70—100]
South Spain 2010 2017 7 42 [19-79] [10-70]
Majorca 2012 2016 4 28 [0-58] [10-70]
Corsica 2006 2017 11 77 [47-107] [50—-80]
Sicily 2003 2016-2017 13-14 91-98 [61-128] [60—100]
Sardinia 2006 2016—2017 10-11 70-77 [40—107] [40—100]

Table I1-S5 Posterior distributions of ABC parameters (global scenario). Median and 95% confidence interval of
parameters posterior distributions. Bottleneck duration and intensity are represented in Figure I1-5.

Parameters Posterior median Posterior distrbution [CI95]
Divergence time/ Japan - Continental Asia 20,300 [20,000—23,400]
Introduction date Malaysia - China 10,700 [10,000—14,200]
Introduction in USA 255 [215-260]
Introduction in Albania 220 [220-222]
Introduction in North Italy 163 [150—196]
Introduction in Central Italy 100 [100—106]
Introduction in Turkey 39 [21-40]
Introduction in Montenegro 86 [80—130]
Introduction in South Serbia 28 [10-50]
Introduction in Greece 60 [60—67]
Introduction in Slovenia 108 [96—130]
Introduction in Croatia 76 [70-90]
Introduction in North Serbia 16 [10-50]
Introduction in Switzerland 105 [86—130]
Introduction in France 92 [80—100]
Introduction in North Spain 74 [70-99]
Introduction in South Spain 38 [13-66]
Introduction in Majorca 69 [51-70]
Introduction in Corsica 80 [77-80]
Introduction in Sardinia 100 [98—100]
Introduction in Sicily 60 [60—60]
Rate of Admixture USA (from Japan) 0.510 [0.503-0.526]
Central Italy (from North Italy) 0.727 [0.595-0.866]
Greece (from Albania) 0.745 [0.613—0.866]
Croatia (from Central Italy) 0.522 [0.505-0.598]
Corsica (from North Italy) 0.519 [0.504-0.587]
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Table I1-S6 Populations genetic diversity. Observed (Hp) and expected (Hg) heterozygosities, allelic richness (AR),
Fis following Nei (1987) and population specific Fsr overall loci with significance results from 1,000 bootstrap (99%
confidence intervals). Bold: non-significant.

Country POp Nind HO HE FIS* ﬁs* AR
Albania DIV2 8 0.172 0.224 0.173 0.174 1.22
DUR2 3 0.199 0.244 0.082 0.156 1.22
FIE1 8 0.188 0.218 0.078 0.205 1.21
FIE2 6 0.177 0.233 0.164 0.159 1.22
GOL 5 0.179 0.177 -0.047 0.334 1.18
KSA2 4 0.176 0.198 -0.007 0.304 1.18
LEZ 3 0.171 0.243 0.160 0.181 1.22
SOP 10 0.168 0.204 0.142 0.240 1.20
TIR 10 0.183 0.218 0.114 0.189 1.21
VLO 3 0.199 0.242 0.056 0.169 1.22
China BAYa 3 0.156 0.241 0.214 0.190 1.21
BAYe 8 0.167 0.244 0.248 0.105 1.24
HAZa 7 0.157 0.236 0.252 0.144 1.23
HAZe 7 0.158 0.232 0.235 0.157 1.22
PAYa 8 0.164 0.247 0.261 0.095 1.24
PAYe 6 0.168 0.238 0.214 0.138 1.23
Corsica BOR 8 0.176 0.251 0.239 0.075 1.24
ORT 5 0.178 0.239 0.180 0.136 1.23
Croatia OS] 6 0.212 0.247 0.063 0.108 1.24
PULa 6 0.195 0.252 0.155 0.080 1.24
PULe 8 0.188 0.243 0.181 0.098 1.24
SPL 7 0.187 0.260 0.207 0.051 1.25
France AITI 3 0.160 0.209 0.097 0.289 1.19
AIT2 9 0.177 0.217 0.127 0.205 1.21
BRX 3 0.183 0.198 -0.038 0.299 1.19
CIR 8 0.177 0.243 0.214 0.107 1.24
CRET 3 0.201 0.176 -0.201 0.318 1.18
GUG 3 0.202 0.232 0.027 0.164 1.22
LAV 5 0.233 0.231 -0.094 0.129 1.23
LOD 10 0.201 0.253 0.152 0.060 1.25
MNB 6 0.174 0.232 0.164 0.172 1.22
MNP 7 0.210 0.256 0.131 0.048 1.25
NEU 8 0.164 0.216 0.193 0.204 1.21
POR 10 0.195 0.232 0.121 0.143 1.23
RUO 4 0.206 0.243 0.126 0.098 1.24
SCH 8 0.178 0.258 0.242 0.052 1.25
SEY 10 0.199 0.229 0.081 0.156 1.22
SGB 7 0.183 0.202 0.076 0.245 1.20
STP 5 0.186 0.239 0.136 0.152 1.22
VAL 4 0.177 0.223 0.118 0.201 1.21
VAN 7 0.187 0.232 0.099 0.175 1.22
VEN 9 0.214 0.249 0.094 0.087 1.24
VIL 5 0.205 0.187 -0.158 0.275 1.19
VIS 3 0.223 0.245 -0.030 0.122 1.23
VZE 10 0.194 0.226 0.101 0.159 1.22
Greece EGA 10 0.161 0.229 0.229 0.159 1.22
Japan HKM 8 0.170 0.201 0.122 0.256 1.20
SAla 6 0.187 0.230 0.135 0.152 1.22
Majorca AND 8 0.169 0.212 0.146 0.216 1.21
BUN 5 0.161 0.221 0.175 0.212 1.21
CPP2 6 0.182 0.197 0.044 0.263 1.20
Malaysia PBAe 8 0.116 0.210 0.337 0.262 1.20
PSUa 4 0.133 0.219 0.233 0.286 1.19
PSUe 8 0.127 0.215 0.322 0.228 1.20
Montenegro TIV 10 0.176 0.229 0.185 0.151 1.22
North Italy BEL 8 0.177 0.243 0.208 0.106 1.24
BOL 11 0.208 0.245 0.106 0.097 1.24
CHI 3 0.201 0.257 0.065 0.142 1.23
PAD 7 0.182 0.245 0.192 0.099 1.24
TOR 5 0.215 0.244 0.035 0.122 1.23
VER 8 0.185 0.248 0.204 0.085 1.24




Central Italy ANC 3 0.195 0.250 0.108 0.132 1.23
FOG 8 0.202 0.266 0.188 0.017 1.26
North Spain BEC 6 0.185 0.237 0.136 0.144 1.23
MAR 12 0.183 0.240 0.190 0.110 1.24
South Spain ALH 7 0.182 0.214 0.096 0.207 1.21
BCS 6 0.186 0.230 0.129 0.155 1.22
North Serbia BAT 10 0.188 0.231 0.146 0.139 1.23
South Serbia GOS 6 0.174 0.169 -0.060 0.375 1.17
Sardinia CAG 4 0.178 0.251 0.173 0.134 1.23
OLB 12 0.189 0.245 0.182 0.087 1.24
OLM 3 0.204 0.261 0.087 0.113 1.24
ORI 7 0.197 0.255 0.169 0.062 1.25
Sicily CAT 8 0.195 0.249 0.164 0.079 1.24
ENB 8 0.182 0.210 0.097 0.215 1.21
LDP 8 0.171 0.200 0.122 0.252 1.20
MOD 8 0.184 0.189 0.035 0.297 1.19
Slovenia AJDI 3 0.224 0.251 0.006 0.126 1.23
AJD2 5 0.166 0.209 0.126 0.260 1.20
BRZ 3 0.201 0.201 -0.057 0.237 1.20
1202 6 0.193 0.239 0.138 0.124 1.23
KOM1 3 0.210 0.226 -0.062 0.193 1.21
KOZ 8 0.178 0.166 -0.078 0.362 1.17
LJU2 6 0.181 0.241 0.179 0.120 1.23
NOM1 3 0.210 0.212 -0.034 0.192 1.22
NOM2 6 0.175 0.233 0.170 0.152 1.22
PIVI 3 0.202 0.169 -0.305 0.269 1.19
POD 8 0.180 0.170 -0.068 0.349 1.17
SEZ 8 0.172 0.236 0.208 0.130 1.23
Switzerland CHSI 7 0.204 0.259 0.153 0.048 1.25
CHS6 8 0.189 0.252 0.194 0.069 1.25
Turkey ARTI1 5 0.176 0.221 0.126 0.194 1.21
ART2 5 0.185 0.222 0.090 0.194 1.21
ART3 5 0.188 0.210 0.037 0.235 1.20
TRA1 5 0.180 0.180 -0.062 0.332 1.18
USA ATL 10 0.163 0.213 0.186 0.210 1.21

Additional Supplementary Material may be found in the online version of this article:

Table 11-S2 Results of the pipeline analysis used for calling genotypes. Statistics (total
number of reads, number of loci and mean depth per sample) for the 692
individuals processed in ddRAD libraries, including individuals previously
analyzed (*Sherpa et al. 2018). The 32 individuals underlined in grey were not
further considered for genetic analyses (>80% missing data).

Table 11-S4 Genetic differentiations between all pairs of populations. Matrix of pairwise
Fst (upper triangle) and 95% confidence intervals using 1,000 bootstrap
repetitions (upper triangle). Pairwise Fsr only calculated for populations with N
<2.






Partie llI
Processus adaptatifs

Article 2 Cold adaptation in the Asian tiger mosquito’s native range precedes
its invasion success in temperate regions

Article 3 Predicting the success of an invader: niche shift versus niche
conservatism

En résumé

Le potentiel adaptatif des populations introduites peut avoir un role majeur dans le succes de I'étape
d’établissement. Dans ce deuxieme chapitre nous nous sommes intéressés aux facteurs écologiques durant
le processus d’invasion d’Aedes albopictus en Europe. Afin de détecter des signatures d’adaptation avant
I'introduction et/ou aprés l'introduction en Europe, nous avons utilisé différentes méthodes de détection
de sélection sur le génome (voir section 1-3.2.1), et des données morphologiques (morphométrie alaire). La
méthode utilisée pour détecter des signatures de sélection génomique a été définie en fonction de
I’échantillonnage : méthodes basées sur la différenciation génétique des populations pour les populations
natives structurées génétiquement ; et des méthodes corrélatives pour les populations invasives d’Europe
distribuées le long d’un gradient environnemental.

* Les populations natives sont structurées géographiquement, génétiquement et morphologiquement
(variation neutre).

* Des signatures de sélection peuvent étre détectées entre régions tropicale, subtropicale et tempérée
d’Asie (variation génétique adaptative, taille des individus).

* Des adaptations au froid dans I'aire native seraient survenues lors de la colonisation des latitudes
Nord, supportant le réle de la préadaptation dans le succeés d’établissement en régions non-natives
tempérées.

* Les populations introduites en Europe ont conservé la niche environnementale de leur source
(empreinte de I’'homme, température hivernale) mais les populations invasives actuelles sont
distribuées le long de différents gradients environnementaux.

* La variabilité génétique adaptative détectée en Europe est corrélée au gradient de précipitations
durant I’hiver, et pourrait étre associée a I'expansion en cours des populations.

* Des différences de composition génétique et morphologique entre populations Européennes et leur
population source, situées dans des conditions environnementales différentes, suggerent des
changements adaptatifs rapides apres I'introduction.
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Article 2

Cold adaptation in the Asian tiger
mosquito’s native range precedes its

invasion success in temperate regions

Stéphanie Sherpa, Michael GB Blum, Laurence Després

Evolution, 2019, 73(9): 1793—-1808
DOI: 10.1111/evo.13801

Abstract

Adaptation to environmental conditions within the native range of exotic species can condition
the invasion success of these species outside their range. The striking success of the Asian tiger
mosquito, Aedes albopictus, to invade temperate regions has been attributed to the winter
survival of diapause eggs in cold environments. In this study, we evaluate genetic
polymorphisms (SNPs) and wing morphometric variation among three biogeographical regions
of the native range of Ae. albopictus. Reconstructed demographic histories of populations show
an initial expansion in Southeast Asia and suggest that marine regression during late
Pleistocene and climate warming after the last glacial period favored expansion of populations
in southern and northern regions respectively. Searching for genomic signatures of selection,
we identified significantly differentiated SNPs among which several are located in or within
20kb distance from candidate genes for cold adaptation. These genes involve cellular and
metabolic processes and several of them have been shown to be differentially expressed under
diapausing conditions. The three biogeographical regions also differ for wing size and shape,
and wing size increases with latitude supporting Bergmann’s rule. Adaptive genetic and
morphometric variation observed along the climatic gradient of Ae. albopictus native range
suggests that colonization of northern latitudes promoted adaptation to cold environments prior
to its worldwide invasion.

Keywords: Aedes albopictus — Invasive species — Phylogeography — Demographic history —
Cold adaptation — Diapause — RAD sequencing — Geometric morphometrics

Introduction

Biological invasions are one of the main drivers of environmental change, causing significant
biodiversity loss and ecosystem alteration (Simberloff et al. 2013). The risk of biological
invasions is expected to increase with the ongoing human-induced global change (Vitousek
1997) and the exponential increase in transportation networks (Hulme 2009). Yet, only a small
proportion of introduced species became established, pointing the need to improve our
understanding of processes determining invasion success.

The facilitating role of adaptive evolution in invasions is now well recognized (Lee 2002;
Prentis et al. 2008; Bock et al. 2015). Three adaptation scenarios have been proposed for



explaining that introduced species establish naturalized populations and spread. The genetic
shift hypothesis states that invasive phenotypes arise after introduction from rapid evolutionary
responses to new selective pressures encountered in the invaded area (Sakai et al. 2001). It has
long been viewed that genetic shift is unlikely to contribute to the invasion process due to an
expected low adaptive potential of genetically reduced introduced populations, but a growing
number of studies report such de novo changes in invasive populations (Lee 2002; Prentis et al.
2008; Whitney & Gabler 2008; Colautti & Barrett 2013; Colautti & Lau 2015). The two
alternative hypotheses are two-step scenarios. The bridgehead scenario, whereby a primary site
of invasion promotes new introductions (Lombaert et al. 2010), may facilitate further
establishment in areas with similar environmental pressures. However, there is currently no
empirical support for adaptive changes taking place at bridgeheads (Bertelsmeier & Keller
2018). The last hypothesis is a preadaptation scenario (i.e. prior adaptation sensu Hufbauer et
al. 2012), which denotes the case in which key evolutionary changes for invasion occurred
within the native range prior to introduction into a novel range. The similarity of selective
regimes in native and introduced ranges may thus facilitate establishment success due to low
environmental filtering, and species with a broad geographical or climatic native range are
more likely to become invasive (Bossdorf et al. 2008; Lee & Gelembiuk 2008; Foucaud et al.
2013; Schlaepfer et al. 2010; Rey et al. 2012).

The Asian tiger mosquito, Aedes albopictus, is currently one of the most invasive species
(Global Invasive Species Database, http://www.issg.org/database/). In its native Asian range,
Ae. albopictus occurs across a broad latitudinal range and a contrasted environmental gradient
that encompasses tropical regions of Southeast Asia to temperate regions of Japan (Hawley
1988). Reconstructed historical distribution of Ae. albopictus during late Pleistocene suggests
that the species originated in Southeast Asia (Poretta et al. 2012). In this region, marine
regression from the Last Interglacial (LIG, 120,000—140,000 years ago) to Last Glacial
Maximum (LGM, 18,000—21,000 years ago) resulted in the formation of the Sunda shelf (Voris
2000). The occurrence of climatically suitable areas across the Sunda shelf, the Indochinese
Peninsula and Southeast China, would have favored the expansion of the species ~70,000 years
ago in this region (Poretta et al. 2012). Due to the extension of ice sheets in northern latitudes,
these regions would have been colonized only after the LGM, which may have promoted
adaptations to cold environments.

As in many insects, the winter survivorship of Ae. albopictus in cold environments is mainly
determined by the photoperiodic induced diapause of eggs (Hawley 1988; Hanson & Craig
1994; Urbanski et al. 2010). Studies analyzing the ecology and molecular physiology of
diapause in Ae. albopictus support the occurrence of two adaptive phenotypes within its native
range: a tropical phenotype that does not undergo diapause, and a temperate phenotype with a
plastic diapause response (Hawley 1988). This response is programmed by environmental
factors perceived prior to entering diapause that induce metabolic changes (Denlinger 1991).
Concordantly, transcriptomic studies have shown that a few thousand genes, involved in the
perception of external factors and several metabolic pathways, were differentially expressed
between diapausing and non-diapausing conditions in Ae. albopictus (Poelchau et al. 2013a,
2013b; Huang et al. 2015). A recent study based on transposable element insertions also
reported genomic signatures of selection between temperate invasive (Europe) and tropical
native (Vietnam) populations (Goubert et al. 2017). However, this later study does not indicate
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whether adaptations arose in invasive populations (genetic shift) and/or in the native population
from which invasive ones were introduced (preadaptation). Evidence that most temperate
invasive populations originated from near-temperate regions within the native range (Battaglia
et al. 2016; Manni et al. 2017; Kotsakiozi et al. 2017; Partie Il — Article 1, Sherpa et al.
2019a) suggests that the source populations were already adapted to winter diapause and ready
to become invasive in temperate regions. Furthermore, there is no clear indication for niche
expansion that would have required adaptive evolution in temperate invaded areas (Cunze et al.
2018). Demonstrating that adaptation occurred within the native range would shed light into the
contribution of preadaptation in the invasion process (Hufbauer et al. 2012). So far, no study
focused on identifying genetic polymorphisms related to the cold-stress response within the
native range of Ae. albopictus.

In this study, we aim at better understanding the factors and processes implicated in the
evolutionary divergence of Ae. albopictus native populations. We analyze natural populations
from three biogeographical regions (Malaysia, China and Japan) that contrast in climatic
conditions, with non-diapausing populations located in southern latitudes and diapausing
populations in northern latitudes. We use published genetic data obtained from high-throughput
sequencing, showing that geographically isolated populations are genetically differentiated
(Partie Il — Article 1, Sherpa et al. 2019a). We also aim to assess if the factors that shaped
genetic variation within the native range of Ae. albopictus influenced morphological variation.
For this purpose, we analyze wing size and shape using lab-raised individuals from the same
collected populations. We first refine the previously proposed biogeographic scenario of Ae.
albopictus native populations (Poretta et al. 2012). If changes in habitat distribution due to
climatic fluctuations during late Pleistocene impacted the dynamics of populations, the
demographic histories of populations are expected to vary according to their biogeographical
origin. However, this has not been demonstrated and the hypothesis of northward expansion
only stands on species distribution models (Poretta et al. 2012). To test this hypothesis, we
reconstruct changes in effective population size over time. Then, we evaluate if cold adaptation
has occurred within the native range of Ae. albopictus. In order to detect genes potentially
involved in the diapause response and/or cold tolerance, we search for genomic signatures of
selection using methods based on population differentiation. We then evaluate the role of
climatic conditions in shaping adaptive genetic and morphometric variation by testing whether
the variation of these traits correlates with climatic variation. In light with the recent literature
describing the ecology, physiology and genetics of Ae. albopictus in both native and invaded
ranges, we discuss how our results support one or several adaptation scenarios.

Material and methods

Data collection

The genetic and morphometric data were collected from six natural populations sampled in
Malaysia, China and Japan (Figure I1I-1.1, Table I1I-1.S1). The genetic dataset comprising
67 individuals was obtained from previously published data available at the European
Nucleotide Archive (Table I1I-1.S1; Partie Il — Article 1, Sherpa et al. 2019a). Raw fastq
sequences, obtained from double-digest restriction associated DNA sequencing (ddRADseq),
were processed using the bioinformatics pipeline described in Sherpa et al. (20192). Briefly,



reads were trimmed to equal length of 110bp using BBMAP v37.33 (Bushnell 2014) and
mapped to the Ae. albopictus reference genome (Chen et al. 2015) using BWA-MEM v0.7.5 (Li
et al. 2009). Uniquely aligned reads with MapQ >30 were retained, resulting in 432,000
reads/individual on average (Table I11-1.S2). STACKS v2.0 (Catchen et al. 2013) was used to
merge paired-end reads. We obtained 16,600 loci/individual on average (Table I111-1.52) and
retained only loci with read depth > 5 that were present in at least 80% of the individuals. The
median coverage among individuals for filtered loci was 26 + 8X. We included all polymorphic
positions, resulting in 36,512 SNPs with 10% missing data on average (Table I1I-1.52).
Missing data were imputed via matrix completion (Chi et al. 2013) from allele frequencies and
ancestry coefficients estimated using the SNMF algorithm implemented in the LEA R package
v1.4.0 (Frichot et al. 2014; Frichot & Francois 2015) and considering three genetic groups
(Figure I1I-1.S1). This SNP dataset was used for demographic inferences and then filtered on
minor allele frequency, removing SNPs with allele count <5. The remaining 10,483 SNPs were
used for detecting genomic signatures of selection. Individuals used for genetic analyses were
either field collected adults or adults reared from eggs for China and Malaysia, and only field
collected adults for Japan (Tables I1I-1.S1 and I11-1.S2). As field and lab-raised adults from
the same sampling locality were not genetically different (Table I11-1.S3), they were analyzed
together as a single population.

Figure III-1.1 Sample sites and potential
distribution of Aedes albopictus from upper
Pleistocene to present. Range limits during the
) Last Interglacial (LIG, ~120,000-140,000 ya),
A JAPAN Last Glacial Maximum (LGM ~18,000-21,000
T SAl(6/48) ya) and current distribution (Poretta et al. 2012).
Northern Distribution Limits (NDL, colored
double lines) represent climate suitability, and
range limits are extended according to potential
emerged areas during LIG and LGM. For each
collection site: population code and sample size
under brackets (genetics/morphometrics).
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The collection for morphometric analyses comprises 239 adult mosquitoes from the same six
populations (Figure I1I-1.1, Table I11-1.S1). This dataset was newly collected for the purpose
of this study. The characterization of morphometric variation was performed on lab-raised
individuals to report morphometric differences that reflect genetic differences among
populations, thus avoiding variations that could result from natural environmental conditions.
We measured the first generation so that the phenotypic characteristics of populations are not
altered. Eggs were reared in standard laboratory conditions (27°C, 70% relative humidity and
day length cycles of 14:10h light:dark), with <1 larvae per mL.

Changes in effective population size over time

To reconstruct the demographic history of populations, we used the STAIRWAY PLOT v2
method to infer changes in effective population size over time (Liu & Fu 2015). The six
populations were analyzed separately. After removing non-polymorphic loci for each
population, the number of SNPs used for computing the Site Frequency Spectrum (SFS) was
14,662 for PBA, 15,605 for PSU, 12,462 for BAY, 14,269 for PAY, 13,464 for HAZ, and
7,395 for SAL. We used a mutation rate per site per generation of 10° (Ragi¢ et al. 2014;
Bennett et al. 2018) and the generation time was approximated from the reproductive period.
The reproductive period was defined as the number of months for which photoperiod was
above 11.25h of light (average monthly day length obtained from the GEOSPHERE R package
v1.5.7; Hijmans et al. 2017) and temperature above 10.5°C (average monthly temperatures
obtained from the WorldClim database at 30 sec resolution, Fick & Hijmans 2017). Based on
reproductive period length and considering a generation time of one month (Liu et al. 1985),
we used generation times of 0.083 year for Malaysia, 0.111 year for China and 0.143 year for
Japan.

Detection of outlier SNPs

We performed three analyses to detect genomic signatures of selection: two Fsr-based
methods, contrasting populations from the three biogeographical regions, and one model-free
method based on principal component analysis. The first Fsr-based method is the Bayesian
algorithm implemented in BAYESCAN v2.1 (Foll & Gaggiotti 2008) that decomposes
population Fgst coefficients (divergence among populations) into locus-specific and population-
specific regression terms. The MCMC algorithm was run for 500,000 iterations following a
burn-in period of 100,000 with the proposal distributions for parameters adjusted by 20 short
pilot runs of 2,000 iterations. We assumed the chains converged because acceptance rates
ranged between 0.25 and 0.40. The final sample size was 10,000 iterations (one sampled every
50). The second Fsr-based method is the likelihood approach implemented in the OUTFLANK R
package v0.1 (Whitlock & Lotterhos 2015). This procedure uses a measure of Fsr uncorrected
for sample size but as we imputed missing data, all loci have the same sample size. We
removed low heterozygosity variants (<10%). Model fitting after trimming the highest Fsr
values suggests that as much as 40% of loci are affected by spatially heterogeneous selection
(Figure I1I-1.S2A). For the model-free method, we used the PCADAPT R package v4.04.3 (Luu
et al. 2017). The genetic variation among populations on the two first principal components



(PCs) accounting for 48% of total variation is shown in Figure I1I-1.S2B. We evaluated the
correlation of each SNP with the two first PCs and the P-values were estimated using
Mahalanobis distances.

We considered the SNPs detected as outliers following several criteria. We used a Q-value
framework to control for false discovery rate (FDR) (Storey & Tibshirani 2003; Storey et al.
2004). We assumed a FDR threshold of Q-value < 0.05 for all tests of neutrality of SNPs
(Table II1-1.S4). BAYESCAN directly calculates O-values for each SNP. A Q-value threshold
of 5% corresponds to BAYESCAN posterior probabilities ranging from 0.76 to 1. For the two R
packages, O-values were computed using the QVALUE R package v2.4.2 (Storey et al. 2015). To
further reduce FDR, we assumed that only SNPs detected by at least two of the three methods
were outliers. Outlier SNPs were searched against the VectorBase biomart online tool to screen
genes in or within 20kb distance from the SNPs (https://biomart.vectorbase.org/biomart/-

martview/, AaloF1.2 annotations). When genes were not annotated, we either evaluated
orthologous genes in the VectorBase database or homologous proteins using the NCBI’s
BLASTP tool (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PAGE=Proteins). We synthetized the
molecular and biological functions involved by these genes using Gene Ontology annotations
of the Universal Protein Knowledgebase (UniProt, http://www.uniprot.org). Finally, we
compared the genes identified to those showing differential expression profiles between
diapausing and non-diapausing conditions (Poelchau et al. 2013a, 2013b; Huang et al. 2015).

Wing geometric morphometrics

Wing morphometrics was performed on adults stored in 75% EtOH at —20 °C. The left wing
was detached from the mosquito thorax and mounted on a glass microscopic slide. All slides
were photographed using an Olympus DP70 digital camera (3.1 Megapixels) connected to an
Olympus SZX12 stereomicroscope (DF PLAPO 1.2xPF2 objective). Wing geometric
morphometrics was performed using 20 landmarks (LMs) located at vein intersections and
termini that were digitalized for each specimen (Figure II1-1.S3) using TPSUTIL v1.76 (Rohlf
2006) and TPSDIG2 v2.31 (Rohlf 2008). Variation due to scale, orientation and position was
removed by applying a Procrustes superimposition to landmarks coordinates using the
COORDGENS program (Sheets 2008). The resulting Procrustes shape coordinates and log-
transformed centroid size were used in morphometric analyses. We applied a PCA on
Procrustes coordinates to evaluate wing shape variation and determined the confidence with
which a priori sample classification was supported by shape data by performing a Canonical
Variate Analysis (CVA) on Procrustes coordinates using the MORPHO R package v2.6 (Schlager
2017). Finally, morphometric differentiation between males and females, countries, and
populations were assessed using Type II multivariate (MANOVA, Procrustes coordinates) and
univariate (ANOVA, wing size) analyses of variance using the CAR R package v3.0-2 (Fox &
Weisberg 2011).

Climatic variables and environmental correlations

To identify environmental variables that explain adaptive genetic variation, which correspond
to genetic variation restricted to outlier SNPs, we performed redundancy analyses (RDA)
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(Steane et al. 2014; Capblancq et al. 2018). Climatic data were obtained from the WorldClim
database (http://www.worldclim.org, Fick & Hijmans 2017) at 30 arcsec resolution. We
considered the 19 BIOCLIM variables, mean annual water vapor pressure, mean annual wind
speed, and annual solar radiation. The elevation was obtained from the RASTER R package v2.4-
8 (Hiymans 2018). We also used RDA to test the influence of environmental variables on
morphometric variation. We analyzed males and females separately and tested the effect of
climatic variables on wing shape, wing shape after removing allometric effect, and wing shape
and size (log transformed centroid size) as responses variables. RDA were performed using the
VEGAN R package v2.4-5 (Oksanen et al. 2017).

Results

Demographic history

Aedes albopictus native populations show large proportion of singletons (37—44%) with an
excess of rare variants compared to neutral expectations (Figure I1I-1.54). The strongest
excesses are recorded for Malaysian (10—-11%) and Chinese (7—10%) populations whereas the
Japanese population shows only slight excess (2%). The reconstruction of past changes in
effective population size shows similar demographic patterns for populations within a
biogeographical region but different between the biogeographical regions (Figure I11-1.2B).
Populations in China started to expand first around 60 kya (BAY: 66 kya; HAZ: 60 kya; PAY:
58 kya), followed by Malaysian populations around 50 kya (PBA: 53 kya; PSU: 50 kya), and
the Japanese population started to expand later around 37 kya. Population sizes were constant
for several thousand years with equivalent population sizes in China (BAY: 108,000, HAZ:
99,000, PAY: 85,000) and Malaysia (PBA: 95,000, PSU: 89,000), and lower in Japan (SAI:
55,000).

Populations from Malaysia and China strongly expanded between 30 and 40 kya. Median
values obtained from 50 replicate analyses also suggest that populations from China started to
expand first but 95% confidence intervals do not differentiate the expansion events in Malaysia
and China. Populations from Malaysia show stronger and fast population growth between 18
and 28 kya, reaching up to 1,170,000 individuals. The effective population sizes remain near
constant over time for Chinese populations, comprised between 500,000 and 660,000 but
another slight expansion event is detected between 10 and 17 kya. For the population sampled
in Japan, the only expansion event detected is more recent (around 17 kya) and reached a lower
size than those recorded in populations from continental Asia (~200,000 individuals).

Genomic polymorphisms showing signature of selection

We detected 128 SNPs as being more differentiated than expected by chance among the three
biogeographical regions (Figure I1I-1.3). The Fsr-based methods detected 92 and 117 outliers
(BAYESCAN and OUTFLANK respectively). The PCA-based method identified 637 outlier SNPs,
of which 87 and 114 were also detected by the two Fsr-based methods respectively. Most
outliers show strong allelic change between Malaysia and Japan, whereas China shows both
Japan-like and Malaysian-like allele frequencies (Figure I11-1.3, Table I11-1.S5).



A -
N LGM
©o_| N N If\\
.« 8 N A N e Northern South China Sea (ODP 1145)
(@) ~ k ' Southern South China Sea (MD 972151)
il "-
0 o] e
w N
o
Q- h i ®
() : LVR //THA Y \ I| \ “ Om
1 —
3 CATAL VARY I B A vV RS
"y v i S
v 1 N
v L =
____________________________________ € 5reat expanses of =
B AT Sunda shelf |l o3
o | : : g
< s T
S A [ -8
: | |
£ :
=
o
[}
T O
g S PBA
L Malaysia | —
3 veld | — psu
£ BAY
e China HAZ
N —— PAY
» Japan | SAIl
5
s o
O S
S5 W0
[oX
[e)
o
[0
=
8
=
w
o -

v

Time (thousands of years ago)

Figure I1I—1.2 Demographic history of Aedes albopictus native populations. A) Schematic
representation of Sea Surface Temperature (SST, °C) and sea depth in meters below sea surface
(mbss): Mg/Ca-SST from ODP site 1145 from Oppo & Sun 2005 (solid dark); U*5;-derived SST from
MD 922151 from Wang et al. 2014 (dashed dark; sea depth from Hanebuth et al. 2003 (grey). B)
Reconstruction of changes in effective population size (Ne) over time from the Site Frequency

Spectrum of each population (see Figure 111—2.S4). Median values (solid lines) and 95% confidence
intervals (dashed lines) estimated from 50 replicate analyses. Grey block represents the LGM.

Among them, 15 are fixed for the reference allele (REF) in China and Malaysia whereas Japan
shows a decrease in REF frequencies, suggesting de novo mutation of the alternative allele
(ALT) in Japan. We also found 31 SNPs with low ALT frequencies in Malaysia and China
while they are high in Japan, suggesting genetic changes from standing genetic variation, with
12 SNPs reaching fixation for ALT in Japan. Likewise, 76 SNPs show the inverse pattern, with
low REF frequencies in Malaysia and high in China and Japan, including 49 SNPs fixed for
REF in Japan. Overall, half the outliers (57/128) displays a progressive shift in allele
frequencies from South to North.

Among the 128 outliers, 89 SNPs are located in or within 20kb distance from genes (Table
IT11-1.S5). Based on VectorBase and UniProt annotations, the main molecular functions
encoded by the 61 genes identified in the vicinity of outlier SNPs comprise binding (e.g. ATP,
nucleic acids, ions, and lipids, carbohydrates or proteins) and catalytic activity (e.g. hydrolase,
peptidase, transferase, kinase, oxidoreductase, cyclase). The main biological functions
represented are cellular and metabolic processes (Figure II1-1.S5, Table I11-1.S5). Cellular
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processes include proteins involved in cell cycle, gene silencing, signal transduction and
response to stimulus, and metabolic processes include the biosynthesis of organic substances
(glutathione, mannose, carbohydrates), aromatic compounds (cAMP, GTP, UTP, CTP) and
membrane lipids (sphingolipids), as well as protein catabolism (Figure I11-1.54, Table 11—
1.S5). Among these genes, five and ten genes respectively were previously found up- and
down-regulated in diapausing conditions in Ae. albopictus (Table I11-1.S5, Figure I11-1.56).
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Figure I11-1.3 Genomic signatures of cold adaptation in Aedes albopictus. Variation in allele frequencies among
populations for outlier SNPs detected by at least two methods (BAYESCAN, OUTFLANK, PCADAPT) and located in or
within 20kb distance of candidates genes for cold adaptation. Annotations (gene ID, gene description and gene
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annotations for the 128 outliers SNPs (including those in non coding regions) are presented in Table II1-1.S5 and
molecular and biological functions of all genes detected are synthetized in Figure IT11-1.S5.



Wing morphometric variation

PCA on Procrustes shape coordinates shows differentiation between males and females on the
first PC, accounting for 31% of total variation (Figure II1I-1.4A). Wing shape deformations
reveal that males have flattened wings compared to females. Consequently, we found wing
shape between males and females significantly differentiated (MANOVA, F =52.11, P =<2.e-
16). Wing size was also significantly different between males and females (ANOVA, F =
1045.20, P = <2.e-16). Females have larger wings than males and the difference between sexes
is equivalent for all populations, with an average increase of 0.78 + 0.04 log centroid size
(Figure 4C). The second PC of PCA, accounting for 21% of wing shape variation, reveals
differentiation between Japanese population and those of continental Asia, but not between
Chinese and Malaysian populations (Figure I11-1.4A).
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Figure I1I-1.4 Morphometric variation among Aedes albopictus native populations. A) Principal
Component Analysis (PCA) on shape variables (Procrustes coordinates), with 52% of total wing shape
variation accounted by the first two PCs. Schematic representation of wing landmark deformations on the
first two PCs reconstructed from grids and vectors. Solid lines have been added for better visualization.
B) Canonical Variate Analysis based on biogeographical regions for males (upper) and females (lower).
C) Wing size variation among populations. Letters represent the results of ANOVA with different letters
indicating significant tests, females: uppercase, males: lowercase. Each population males-females
comparison is significant.
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Both males and females show significant differences in wing shape between countries
(MANOVA, males: F = 4.51, P = <2.e-16; females: F = 5.15, P = <2.e-16) and populations
(MANOVA, males: F =2.60, P =<2.e-16; females: F =2.20, P = <2.e-16), and the CVA based
on countries further discriminates Chinese and Malaysian populations (Figure I11-1.4B). The
percentage of correct assignment of males was 90% for Malaysia, 86% for China and 100% for
Japan, and 67% for Malaysia, 78% for China and 91% for Japan for females. In support with
PCA results, the largest part of total variance explained by CVA (CV1) ranges between 66%
(females) and 72% (males), and show differentiation between continental Asia and Japan
(Figure I11-1.4B). For both males and females, wing size was also significantly different
between countries (ANOVA, males: F = 129.91, P = <2.e-16; females: F = 63.05, P = <2.e-16)
and populations (ANOVA, males: F = 104.59, P = <2.e-16; females: F = 39.64, P = <2.e-16)
(Figure I11-1.4C). For males, mean wing size was 2.37 = 0.16 mm in Malaysia, 2.60 + 0.07
mm in China, and 2.77 + 0.05 mm in Japan. For females, mean wing size was 3.18 = 0.18 mm
in Malaysia, 3.36 + 0.10 mm in China and, 3.57 + 0.09 mm in Japan.

Environmental correlations

We investigated the extent to which adaptive genetic variation (outlier SNPs) and
morphometric variation can be attributed to climatic variation. Only five of the climatic
variables were enough to represent the total amount of climatic variations among populations.
Thus, only these variables were taken into account in RDA (mean annual temperature,
maximum temperature of the warmest month, mean diurnal range, isothermality and
temperature seasonality). RDA on outlier SNPs revealed that 61% of adaptive genetic variation
is constrained by climatic conditions (Figure IT1I-1.5A).
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Figure 111-1.5 Environmental correlations. A) Results of RDA analysis on adaptive genetic variation
(variation restricted to the 128 outlier SNPs detected by at least two methods based on population
differentiation). Grey crosses represent the correlation of SNPs with RDA axes. B) Pearson’s correlations
between wing size and mean annual temperature for females and males.

The correlation of SNPs with RDA axes allows explaining the variation of allele frequencies
among populations (Figure I11-1.3, Table I1I-1.S5). Outlier SNPs showing different allele



frequencies between Malaysian and Chinese-Japanese populations are associated with
isothermality, mean annual temperature and temperature seasonality (RDA 1), and those
showing different allele frequencies between Malaysian-Chinese and Japanese populations are
associated with mean diurnal range and the maximum temperature of the warmest month (RDA
2). Wing size is strongly correlated to mean annual temperatures in both males and females,
with larger wings in colder regions (Figure I1I-1.5B). RDA on morphometric variables reveals
that 81% (males) and 65% (females) of wing variation (including size and shape) is constrained
by climatic conditions, but only 20% (males) to 22% (females) when considering wing shape
only (Figure I11-1.87).

Discussion

Biogeographical history of Aedes albopictus native populations

Recent studies on genetic variation among Ae. albopictus native populations revealed
geographic pattern of differentiation across large Southeast Asian Islands (Indonesia,
Philippines), the Malaysian Peninsula (Malaysia, Thailand, Singapore), the western (Myanmar)
and the eastern (Vietnam) Indochinese Peninsula, China, and Japan (Figure I11-1.88; Battaglia
et al. 2016; Maynard et al. 2017; Kotsakiozi et al. 2017; Partie II — Article 1, Sherpa et al.
2019a). Here, we show that populations genetically differentiated at neutral loci (Figure II1—
1.S2B) also differ in morphometric traits (Figures I11-1.4 and I11-1.S7). Because wing shape
is generally heritable (Henry et al. 2010; Klingenberg 2010) and often reflects the demographic
history of populations (Demari-Silva et al. 2014; Lorenz et al. 2017 and references therein), our
results suggest that historical factors shaped genetic and morphometric variation similarly.
Among historical events affecting species diversity during the Pleistocene, climatic and
associated changes in the distribution of habitats have likely contributed to the diversification
of forest species (Haffer & Prance 2001), promoting geographical isolation of populations in
allopatric refugia during the LGM in several mosquito forest species within Southeast Asia
(O’Loughlin et al. 2008; Chen et al. 2011; Morgan et al. 2011). Genetic differentiation of Ae.
albopictus continental populations (Malaysian Peninsula, Vietnam, Myanmar, China) supports
the habitat fragmentation hypothesis during the LGM while the differentiation of island
populations may be due to postglacial isolation following marine transgression (Indonesian
Islands, Japan). Morphometric variation also supports postglacial isolation of Japanese
population, which shows strong differentiation in wing shape as compared to continental
populations (Malaysia, China) where gene flow could have occurred (Figure 111-1.4).

Changes in effective population size over time reveal an earlier expansion of Chinese and
Malaysian populations, around 60 kya and 50 kya respectively (Figure I1I-1.2B). Similar to
studies showing larger genetic diversities in the Indochinese Peninsula and South China
(Poretta et al. 2012; Partie Il — Article 1, Sherpa et al. 2019a), this result supports an initial
expansion in Southeast Asia and is congruent with the previous phylogeographic reconstruction
showing that Ae. albopictus started to expand between the LIG and the LGM (~70 kya)
(Poretta et al. 2012). Reconstructed historical distributions suggest that climatic conditions
during the LGM in northern latitudes of Asia would have impeded the persistence of Ae.
albopictus in these regions (Poretta et al. 2012). However, we reveal an expansion of the
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Japanese population around 37 kya, suggesting the species was present in Japan before the end
of the LGM. Land bridges that continuously emerged from 60 to 8 kya between continental
Asia and Japan (Soya Strait) or more briefly during the LGM (Tsugaru and Tsushima Straits)
would have created connections with Japan (Ono 1990; Koizumi et al. 2012). The constant low
population size we recorded for the Japanese population until the end of the LGM suggests
northern LGM refuges for Ae. albopictus, as shown for other insect species (Aoki 2011).
Malaysian and Chinese populations also show constant population sizes for thousands of years
followed by a simultaneous expansion between 30 and 40 kya that could reflect the increase of
emerged land in southernmost regions of Asia (Voris 2000; Yokoyama 2007). Large amounts
of habitats provided by suitable climatic conditions (Poretta et al. 2012) and the persistence of
rainforests on the Sunda shelf (Cannon 2012 and references therein) have promoted expansion
of populations. The Sunda shelf extended between large Indonesian islands and the Indochinese
Peninsula (Figure I1I-1.1; Voris 2000), which may explain the stronger population growth of
Malaysian populations. Chinese populations may have also benefited from this increased
availability of suitable areas as they are located below the northernmost distribution limit of Ae.
albopictus during the LGM (Figure I1I-1.1; Poretta et al. 2012). The post-LGM expansion of
the Japanese (17 kya) and Chinese (from 17 to 10 kya) populations reflects the amelioration of
climatic conditions after the end of the LGM (Figure I1I-1.2; Oppo & Sun 2005; Wang et al.
2014). Our results support a scenario of northward colonization from southern regions of Asia
during the last glacial period but a post-LGM expansion rather than a post-LGM colonization
of northern latitudes (Poretta et al. 2012). However, a large-scale phylogeographic
reconstruction including populations from Indonesia, the Indochinese Peninsula and temperate
regions of China is needed to confirm this putative scenario.

Adaptive evolution within the native range of Aedes albopictus

Genetic and morphometric variation could also result from adaptive processes. We identified a
set of significantly differentiated SNPs of which most show a progressive change in allele
frequencies from South to North (Figure I11-1.3; Table I1I-1.S5). About 70% of them were
located in or within 20kb distance from genes encoding proteins whose main biological
functions are cellular and metabolic processes (Figure III-1.S6; Table II1-1.S5). Because
ddRADseq is a random sampling of whole genome, none of the thousands of SNPs analyzed
were located within 20kb of any of the diapause genes or signaling pathways involved in
diapause regulation (e.g. biological clocks, hormones and signaling cascades) previously
described in Ae. albopictus and other insects (Bradshaw & Holzapfel 2007; Meuti & Denlinger
2013; Sim & Denlinger 2013; Huang et al. 2015; Denlinger & Armbruster 2016; Armbruster
2016; Kostal et al. 2017). Nonetheless, we detected signatures of selection in several genes
implicated in signal transduction or stimuli response (Figure I11-1.3), including a modulator of
visual phototransduction (Sokal et al. 2003), and olfactory and gustatory receptors. This
suggests that the perception of external signals differs between temperate and tropical
environments, and supports previous studies showing changes affecting the olfactory system at
low temperatures in Drosophila species (Dalton 2000; Riveron et al. 2009, 2013; Parker et al.
2018).



Changes in metabolic activities are classically documented in cold adaptation, with the
accumulation of molecules acting as cryoprotectants (Holden & Storey 1994; Qin et al. 2005;
Denlinger & Lee 2010; Kostal et al. 2011). In support, we identified genes involved in the
biosynthesis of carbohydrates, sugars and glycoproteins (Figure I11-1.3). Other mechanisms
include changes in membrane fluidity, pump, ion or membrane permeability (Hochachka &
Somero 2002; Kostal et al. 2003; Purac et al. 2011). Congruently, we detected genes implicated
in the maintenance of cellular homeostasis. We identified an enzyme of fatty acid metabolism
responsible for changes in the composition of membrane lipids and regulation of membrane
fluidity (Williams 1998) potentially involved in cold adaptation (Hazel 1995; Kostal et al.
2003; Cooper et al. 2014; Garba et al. 2017), as well as genes involved in the functioning of
cell membranes, cellular ionic balance and membrane components, which may prevent
metabolic perturbations and cell damage (Figure 111-1.3).

This is the first study reporting genomic signatures of selection within the native range of Ae.
albopictus. In order to reduce the false discovery rate, we used a Q-value framework and
considered SNPs as outliers when detected by at least two methods (de Villemereuil et al.
2014; Nadeau et al. 2016). More than half of these SNPs show a progressive change in allele
frequencies from South to North that is correlated to climatic variation (Figures I11-1.3 and
ITI-1.5A, Table I11-1.S5). We suggest that the regulation of cellular processes, such as stimuli
responses, cryoprotection and membrane adjustments may be implicated in the cold-stress
response in Ae. albopictus. Confirming the functional and adaptive significance of these loci
would require rigorous gene expression or selection experiments (Pardo-Diaz et al. 2015) but
we were further able to validate 15 of these genes based on previous transcriptomic studies
(Figure I11-1.S6; Poelchau et al. 2013a, 2013b; Huang et al. 2015). Concerning morphometric
traits, the correlation between wing shape and climatic variables was low but we show that
wing size increases with mean annual temperatures (Figure I1I-1.5B). This result supports the
ecogeographical rule of Bergmann with larger individuals found in cold environments, as wing
size can be used as an indicator of adult body size (Dujardin 2008). Larger wings in cold
environment could be related to longer developmental stages (Armbruster & Hutchinson 2002;
DeLatte et al. 2009).

These results suggest that the colonization of northern latitudes promoted adaptation to cold
environments. Our sampling design however precludes strong conclusions on environmental
effects as we only sampled three regions. Furthermore, about 30 outlier SNPs suggest that de
novo mutations arose either in China (one allele absent in Malaysia) or in Japan (one allele
absent in Malaysia and China). Although Fsr-based methods take into account populations’
demographic history (average neutral differentiation), this pattern could be the result of non-
adaptive processes such as genetic drift as we sampled islands (Japan and Penang, Malaysia). A
comprehensive analysis including climatically intermediate populations is thus required to
conclude on the respective roles of neutral and adaptive processes.

Pre-existing cold adaptation and successful invasion

Selective pressures encountered by founders during introduction represent strong
environmental filters, and insects’ phenotypic adjustments already existing in the source
populations are likely key for successful invasions (Renault et al. 2018). Documenting the
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preadaptation scenario requires both ecological and genetic approaches (Hufbauer et al. 2012).
The evidence points needed for supporting this preadaptation scenario, and patterns observed in
Ae. albopictus supporting that cold adaptation within the native range promoted successful
invasion in introduced temperate regions are presented in Table III-1.1. Concerning the
habitat, the climatic niches should at least partly overlap between native and introduced ranges
and population genetic analyses should provide evidence that introduced populations originated
from populations in similar habitat within the native range (points 1 to 4). In Ae. albopictus,
temperate invasive populations show niche conservatism relative to Asian native populations
and originated from near-temperate regions of the native range (Table IlI-1.1). From an
evolutionary perspective, it should be demonstrated that adaptive evolution has occurred within
the native range and that introduced populations show adaptations similar to those already
found in native populations (points 5 to 7). Aedes albopictus native populations show two
distinct phenotypes with a cold-induced diapause only in the temperate phenotype that confer
higher survival in cold-environments, and there is evidence that invasive temperate populations
possess phenotypic traits similar to northern Asian populations (Table ITI-1.1).

The present study provides insight into the evolutionary history of native populations (points 3
and 5). Analyzing high resolution nuclear SNPs and wing morphometric traits, we provide
evidence that climatic fluctuations during late Pleistocene shaped genetic and morphometric
variation, by either promoting neutral genetic differentiation of populations due to geographical
isolation (point 3) and local adaptation to environmental conditions (point 5). Regardless of the
environmental conditions, adaptation of native populations may more generally confer higher
invasive potential (point 4; Hufbuaer et al. 2012). Cold adaptation could confer higher
establishment probabilities of temperate phenotypes outside the native range relative to tropical
phenotypes. Indeed, diapause eggs are also tolerant to desiccation (Urbanski et al. 2010),
conferring a greater ability to be transported for a long time. Since pupal mass and wing length
are indicators of fecundity in Ae. albopictus (Armbruster & Hutchinson 2002), larger cold-
adapted individuals could also have a better reproductive potential. Although invaders
originating from cold environments were probably pre-adapted for invading temperate regions,
some studies suggest the two other adaptation scenarios (genetic shift, bridgehead scenario)
might still occur.

The only other study investigating genomic signatures of selection in Ae. albopictus compared
temperate invasive and tropical native populations (Goubert et al. 2017). None of the
potentially adaptive genes detected by the later study match those we detected within the native
range, possibly because different genomic regions were targeted in the two studies
(transposable elements insertion polymorphisms and ddRADseq SNPs). An alternative
hypothesis is that genetic changes detected by transposable elements occurred after
introduction (genetic shift). In support of this hypothesis, a rapid evolution of the diapause
response has been documented during the American invasive range expansion of Ae. albopictus
(Urbanski et al. 2012; Kref3 et al. 2016; Armbruster et al. 2016; KreB3 et al. 2017). Because
North American invasive populations acted as a source for introduction in other temperate
regions (e.g. Europe; Partie II — Article 1, Sherpa et al. 2019a), the bridgehead adaptation
scenario might be a component of Ae. albopictus invasion success if adaptive evolution
occurred in North America. Demonstrating post-introduction adaptations would require
reciprocal transplant experiments to demonstrate differences in genetically determined



phenotypic traits between invasive populations and their sources, and to show that these traits
confer invaders higher fitness relative to their source and promoted niche expansion in the
invaded area (Bertelsmeier & Keller 2018). Nevertheless, the three adaptation scenarios are not

mutually exclusive. While the preadaptation of invaders to environmental conditions in the
novel range may result in the rapid establishment of introduced populations, post-introduction
adaptations may favor the expansion of these populations.

Table III-1.1 Evidence needed to demonstrate the role of preadaptation in invasion success (Hufbauer et al. 2012) and
patterns of ecological, physiological and genetic variation in Ae. albopictus supporting the preadaptation scenario that
cold adaptation within the native range occurred prior to invasion in temperate regions.

Evidence points Method Pattern in Ae. albopictus References
(1) The species is present in The native range enclose tropical and Hawley 1988
different environments temperate regions
within the native range Dlstrlbptlon C.har.lgesh in popqlatlons historical Poretta et al. 2012
modelling distribution during Pleistocene
(2) Native and introduced ranges Niche Niche conservatism for  invasive
s L. . . Cunze et al. 2018
climatic niches are similar comparison populations
(3) Native  populations  are Maynard et al. 2017
structured at neutral loci Population Native populations show geographical Battaglia et al. 2016
genetics structuration of neutral genetic variation Kotsakiozi et al. 2017
Sherpa et al. 2019a
Demographic Evidence that Pleistocene climatic
. grap fluctuations shaped populations' Present study
inferences o
demographic history
Morphometrics Native populatlhons differ in wing Present study
morphometric traits
@) lnFrc.)duced p opulat}ons . Temperate invasive populations originated Battaglia et al. 2016
originated from populations Population . . .
. o . . from populations located in near-temperate Kotsakiozi et al. 2017
located in similar habitat genetics .
S . regions Sherpa et al. 2019a
within the native range
%) Adaptlve gvolutlon to Two d.lstmct diapause phenotypes within Hawley 1988
specific environments has the native range
occurred within the native . . A few thousand genes are differentially Poelchau et al. 2013a,
range Transcriptomics expressed in diapausing conditions 2013b
P P & Huang et al. 2015
Detection of Outlier SNPs in candidate genes for cold Present stud
outlier SNPs adaptation Y
Env1ron.mental Adgpt.lve genetic anq r.norphhon.qetrlc Present study
correlations variation correlate with climatic variation
(6) AdaptlYe evolution of native Tinyetallaater Colq-adapted diapause eggs have hlghgr Sota & Mogi 1992
populations leads to . survival chance than non-diapause eggs in -
. . experiments . Lounibos et al. 2011
differences in fitness cold environments
(7) Introduced populations show Physiological Similar diapause response in temperate
.. . . . . . . Hawley et al. 1989
similar adaptations to those experiments invasive and native populations
found in native populations . . No variation in size-based morphological
Physiological L . . . .
. traits in temperate invasive and native Urbanski et al. 2012
experiments .
populations
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Figure III-1.S3 Wing geometric morphometrics. Localization of landmarks used to
represent wing variation. Median vein (LM1); anal vein (LM2), distal end of cubital vein 2
(LM3) and vein 1 (LM4), distal end of media 3 and media 4 (LM5), distal end of media 1 and
media 2 (LM6), distal end of radial branches 4 and 5 (LM?7), radial branch 3 (LM8), radial branch
2 (LMD9), distal end of the radius (LM10) and intersection of costa (LM11). Origin of cubital 1
(LM12), midpoint branch of cubital 3 (LM13), medio-cubital cross vein (LM14), midpoint branch
of medial vein (LM15), radio-medial cross vein (LM16), midpoint branch of radial vein (LM17),
radio-sectoral vein (LM18), origin of radius branches 2 and 3 (LM19), radial sector (LM20).
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Figure I11-1.S7 Results of RDA on wing shape variables. Females (left) and males (right) analyzed separately.

Figure I11-1.S8 Genetic differentiation of Ae. albopictus within its native range. Genetic differentiation is
represented by pairwise Fgr between geographical regions using polymorphic nuclear loci. A) present study
(36,512 ddRADseq SNPs), B) Kotsakiozi et al. 2017 (69,046 ddRADseq SNPs), C) Maynard et al. 2017 (13
microsatellite loci), D) Manni et al. 2017 (17 microsatellite loci). Circles with different colors represent large
genetic differentiation between geographical regions. Fst values within circles represent the differentiation of
population within regions. Fgr values are averaged for regions with more than one.




Table I11-1.S1 Sampling characteristics of Aedes albopictus native populations and sample size for genetic
and morphometric analyses.

. Geographical coordinates Geneticst Morphometrics
Country samping Pop Field/Lab Males/
locality Latitude  Longitude (Field/Lab- (Males
raised) Females)
Malaysia Balik Pulau PBA 5.342444 100.229167 10 (2/8) 36 (25/11)
Malaysia Sugna Dua PSU 5.358889 100.301778 12 (4/8) 50 (25/25)
China Baiyun District BAY 23.189397  113.329564 11 (3/8) 50 (25/25)
China Haizhu District HAZ 23.095511 113.285319 14 (7/7) 7 (5/2)
China Panyu District PAY 23.063433 113.385778 14 (8/6) 48 (20/28)
Japan Saitama SAI 35.916583 139.675374 6 (6/0) 48 (27/21)

+ For individual names in Table S1: Field-collected=a;
Lab-raised=e

Table II1-1.S2 Statistics of the genetic dataset. Accession numbers, statistics of the bioinformatics analysis
performed in Sherpa et al. 2019a (Partie IT — Article 1), and statistics of the SNPs assembly used in this study.

A Accession  Number of Number Number Missing Median
BTy 1T GUE numbers reads arVel of loci of SNPs data (%) coverage
China BAYa.2 ERS3125566 1957567 624504 16061 33672 7.8 38
China BAYa.3 ERS3125567 1152673 368010 14293 33304 8.8 24
China BAYa.8 ERS3125569 1465686 462823 14603 33375 8.6 30
China BAYe.2 ERS3125570 1170938 337493 28255 32898 9.9 18
China BAYe.3 ERS3125571 1304919 366699 31875 33185 9.1 19
China BAYe.4 ERS3125572 1582573 511294 20234 33859 7.3 31
China BAYe.5 ERS3125573 2214913 711944 41457 33778 7.5 39
China BAYe.6 ERS3125574 851248 236892 21669 30512 16.4 14
China BAYe.7 ERS3125575 965581 236701 25881 29282 19.8 13
China BAYe.8 ERS3125576 1342927 424745 16523 33484 8.3 28
China BAYe.9 ERS3125577 1721061 575082 18904 33462 8.4 37
China HAZa.l ERS3125741 1147785 371811 14925 33566 8.1 24
China HAZa.2 ERS3125742 1453853 482438 15786 33391 8.5 31
China HAZa.3 ERS3125743 1490010 481807 15642 33876 7.2 32
China HAZa.4 ERS3125744 1176761 360834 15246 32627 10.6 16
China HAZa.6 ERS3125745 1512300 484790 15196 33890 7.2 21
China HAZa.7 ERS3125746 1885630 611551 15402 33883 7.2 27
China HAZa.8 ERS3125747 1781711 589477 17140 33388 8.6 25
China HAZe.1 ERS3125748 1848727 609396 16614 33457 8.4 40
China HAZe.2 ERS3125749 1640054 513831 14857 33196 9.1 35
China HAZe.3 ERS3125750 1703225 548211 18083 33919 7.1 36
China HAZe.4 ERS3125751 1249096 407586 16991 32889 9.9 26
China HAZe.5 ERS3125752 1686252 538172 16123 33500 8.2 24
China HAZe.6 ERS3125753 1632514 516643 15785 33219 9 23
China HAZe.7 ERS3125754 1494617 469732 16252 32845 10 21
China PAYa.l ERS3125914 1273181 407443 15412 32882 9.9 26
China PAYa.2 ERS3125915 1284210 415769 15411 32924 9.8 27
China PAYa.3 ERS3125916 1096504 337489 15360 32817 10.1 22
China PAYa.4 ERS3125917 1583893 515008 16053 33377 8.6 34
China PAYa.5 ERS3125918 1452912 455400 16295 33464 8.3 19
China PAYa.6 ERS3125919 1694153 541338 16480 33402 8.5 24
China PAYa.8 ERS3125920 1179416 357126 15579 31862 12.7 16
China PAYa.9 ERS3125921 1540498 476670 15755 33188 9.1 21
China PAYe.l ERS3125922 830555 229848 23551 28493 22 13
China PAYe.3 ERS3125924 1957298 642857 17466 33962 7 41
China PAYe.4 ERS3125925 1535218 506808 17055 33566 8.1 33
China PAYe.5 ERS3125926 1029824 310611 15425 31960 12.5 14
China PAYe.7 ERS3125928 1643639 506585 18295 33610 7.9 21
Malaysia  PAYe.9 ERS3125929 1414475 450699 16631 33268 8.9 20
Malaysia PBAa.l ERS3125930 1344669 362723 12406 32448 11.1 26

Malaysia  PBAa4 ERS3125931 841193 203215 11923 30656 16 15
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Malaysia  PBAe.1 ERS3125932 1616958 451513 13797 32244 11.7 34
Malaysia  PBAe.2 ERS3125933 1471417 409493 11952 32642 10.6 31
Malaysia  PBAe.3 ERS3125934 1741084 489141 15239 32444 11.1 37
Malaysia  PBAe.4 ERS3125935 1691372 463156 13440 32969 9.7 34
Malaysia  PBAe.5 ERS3125936 1239942 342907 12875 32531 10.9 25
Malaysia  PBAe.6 ERS3125937 1227553 338476 11911 31917 12.6 25
Malaysia  PBAe.7 ERS3125938 1383581 382934 12417 32867 10 29
Malaysia  PBAe.8 ERS3125939 1667627 464891 13394 32486 11 35
Malaysia  PSUa.2 ERS3125960 1035485 281284 12417 31962 12.5 20
Malaysia  PSUa.3 ERS3125961 715413 179040 11622 29146 20.2 14
Malaysia  PSUa.4 ERS3125962 1051095 275633 11641 30154 17.4 15
Malaysia  PSUa.5 ERS3125963 1115421 297807 12290 30132 17.5 15
Malaysia ~ PSUe.1 ERS3125964 1550556 456341 15635 32382 11.3 36
Malaysia  PSUe.2 ERS3125965 1388848 391518 17390 33246 8.9 29
Malaysia  PSUe.3 ERS3125966 1304542 369098 13714 32234 11.7 30
Malaysia  PSUe.4 ERS3125967 1590713 454181 13480 32571 10.8 35
Malaysia  PSUe.5 ERS3125968 1736050 490174 14740 32718 10.4 25
Malaysia  PSUe.6 ERS3125969 1524987 430289 15775 32519 10.9 21
Malaysia ~ PSUe.7 ERS3125970 2635332 749641 14586 33052 9.5 38
Malaysia  PSUe.8 ERS3125971 1733647 478474 14373 32584 10.8 25
Japan SAla.1 ERS3125991 1794121 587121 19859 34077 6.7 39
Japan SAla.2 ERS3125992 810290 231151 15839 31551 13.6 15
Japan SAla.4 ERS3125994 1564921 465789 21409 33459 8.4 29
Japan SAla.5 ERS3125995 1371134 424024 20267 33419 8.5 27
Japan SAla.6 ERS3125996 509794 124291 13575 25677 29.7 9
Japan SAla.8 ERS3125998 1280023 391166 16217 33475 8.3 26

Table III-1.S3 Genetic differentiation of populations. Pairwise Fsr (Weir & Cockerham 1984) with
95% confidence intervals (CI95) in brackets (1,000 bootstrap repetitions). Fist shows field collected (a)
and lab-raised adults (e) are not genetically different. “a” and “e” individuals for populations BAY, HAZ,
PAY, PBA and PSU were analyzed together.

BAYa | BAYe | HAZa | HAZe | PAYa | PAYe | PBAa | PBAe | PSUa | PSUe | SAla

BAYa ) 0.000 | 0.005 | 0.018 | 0.000 | 0.009 | 0.050 | 0.054 | 0.041 | 0.048 | 0.083
0.011 | 0.020 | 0.033 | 0.011 | 0.023 | 0.079 | 0.075 | 0.063 | 0.065 | 0.107
0.003 | 0.017 | 0.001 | 0.000 | 0.070 | 0.074 | 0.052 | 0.066 | 0.067
0.010 | 0.026 | 0.007 | 0.017 | 0.092 | 0.088 | 0.069 | 0.079 | 0.083
0.001 | 0.002 | 0.008 | 0.079 | 0.080 | 0.060 | 0.071 | 0.075

Slvin DL 0wy ) 0.021 | 0.010 | 0.016 | 0.104 | 0.095 | 0.075 | 0.084 | 0.092
0.012 | 0.007 | 0.083 | 0.080 | 0.066 | 0.074 | 0.084

HAZe 0.024 0.022 0.006 ) 0.021 | 0.037 | 0.107 | 0.095 | 0.082 | 0.086 | 0.101
0.001 | 0.063 | 0.072 | 0.049 | 0.062 | 0.070

BN QNS G By Qe ) 0.009 | 0.088 | 0.086 | 0.064 | 0.076 | 0.086
0.084 | 0.077 | 0.062 | 0.070 | 0.073
0.111 | 0.092 | 0.077 | 0.085 | 0.090

0.000 | 0.000 | 0.006 | 0.149
PBAa 0.064 0.081 0.092 0.095 0.076 0.098 - 0.003 | 0017 | 0026 | 0176

0.010 | 0.028 | 0.125
PBAe 0.064 0.081 0.087 0.087 0.080 0.084 0.000 - 0020 | 0035 | 0144

BAYe 0.004 -

PAYe 0.015 0.013 0.012 0.032 0.005 -

0.002 | 0.114
PSUa 0.051 0.060 0.067 0.073 0.058 0.070 0.007 0.015 - 0.022 | 0.138
PSUe 0.057 0.072 0.077 0.080 0.069 0.077 0.016 0.031 0.007 - 8}‘2‘8

SAla  0.096 0.075 0.082 0.093 0.078 0.082 0.163 0.135 0.125 0.130 -




Additional Supplementary Material may be found in the online version of this article:

Table I11-1.S4

Table I11-1.S5

Results of outlier detection methods. For each method, the statistics and Q-
values are given for the 10,483 SNPs.

Gene description of outlier SNPs identified. Allele frequencies of the 128 SNPs
with results of test of neutrality of each method used (as in Figure III-2.3).
Position of SNPs; Gene description and Gene Ontology. Colored bold SNPs are
those in or within 20kb distance from genes previously identified differntially
expressed between diapausing and non-diapausing conditions (Poelchau et al.
2013a, 2013b; Huang et al. 2015). Red: up-regulated, Blue: down-regulated.
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Abstract

Invasive species can encounter environments different from their source populations, which
may trigger rapid adaptive changes after introduction (niche shift hypothesis). To test this
hypothesis, we investigated whether post-introduction evolution is correlated with contrasting
environmental conditions between the European invasive and source ranges in the Asian tiger
mosquito Aedes albopictus. The comparison of environmental niches occupied in European and
source population ranges revealed more than 96% overlap between invasive and source niches,
supporting niche conservatism. However, we found evidence for post-introduction genetic
evolution by reanalysing a published ddRADseq genomic dataset from 90 European invasive
populations using genotype-environment association (GEA) methods and generalized
dissimilarity modelling (GDM). Three loci, among which a putative heat shock protein,
exhibited significant allelic turnover along the gradient of winter precipitation that could be
associated with ongoing range expansion. Wing morphometric traits weakly correlated with
environmental gradients within Europe, but wing size differed between invasive and source
populations located in different climatic areas. Niche similarities between source and invasive
ranges might have facilitated the establishment of populations. Nonetheless, we found evidence
for environmental-induced adaptive changes after introduction. The ability to rapidly evolve
observed in invasive populations (genetic shift) together with a large proportion of unfilled
potential suitable areas (80%) pave the way to further spread of Ae. albopictus in Europe.

Keywords: Aedes albopictus — Ecological niche modelling — Genotype—Environment
Association — Generalized Dissimilarity Modelling — RAD sequencing — Geometric
morphometrics — Niche conservatism — Rapid adaptation

Introduction

Human movements have dramatically increased in the past decades, promoting the intentional
or accidental introduction of species into new regions often far removed from their natural
ranges (Hulme 2009; Banks et al. 2015). Predicting the potential risks of establishment and
spread of non-native species has thus become a central question in invasion biology (Thuiller et
al. 2005; Jiménez-Valverde et al. 2011). The commonly used approach is to predict the
potential range of an invasive species using environmental characteristics of known geographic
occurrences in its native range (Guisan & Thuiller 2005; Soberon & Peterson 2005). A
fundamental assumption in these predictions is that invasive species retain their ancestral
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ecological niche (i.e. niche conservatism; Wiens & Graham 2005) and it makes it difficult to
predict the introduced range from the species’ native range if the non-native and native niches
differ (i.e. niche shift; Broennimann et al. 2007).

It has become increasingly important to evaluate whether the ecological characteristics of
species are maintained or change rapidly when they establish outside their initial range
(Pearman et al. 2008; Guisan et al. 2014). A growing number of studies report such niche shift
during the invasion process (Broennimann et al. 2007; Petitpierre et al. 2012; Guisan et al.
2014; Lancaster et al. 2015; Atwater et al. 2018). Global occurrences are classically used as a
background for predicting the potential distribution of species. However, comparing the
ecological characteristics of the invaded and the full species’ native ranges may be misleading
if the introduced populations do not directly originate from the native but another invasive
range (i.e. bridgehead effect; Lombaert et al. 2010). Elucidating the routes of introduction is a
pre-requisite to adequately address the question of niche shift versus niche conservatism during
the invasion process. Population genomics and modern analytical tools, such as approximate
Bayesian computation, allow to combine historical, biological and genetic information, to test
for complex scenarios including demographic stochasticity (i.e. bottleneck) and multiple
introductions (i.e. genetic admixture), and provide decision statistics to choose the most likely
scenario (Estoup & Guillemaud 2010).

The study of the geographical distribution of invasive species can also provide valuable
information about their invasiveness. For instance, niche similarity between non-native and
native ranges may favor the rapid establishment of introduced populations. However, niche
expansion requires local adaptation that ultimately determines the capacity of populations to
persist (Sax et al. 2007; Richardson & Pysek 2008), raising further questions about the
evolutionary mechanisms at play during the invasion process. How fast do populations evolve
in response to new selective pressures? To what extent does the demographic history (e.g.
genetic admixture, founder events) account for local adaptation? Is there a causal link between
niche conservatism and range expansion? Ecological genomics approaches now allow
characterizing the role of environmental variables in shaping local adaptation (Rellstab et al.
2015; Hoban et al. 2016; Ahrens et al. 2018). For invasive species undergoing range expansion,
genes essential for local adaptation are expected to present shifts in allele frequencies along
environmental gradients (Fitzpatrick & Keller 2015; Dudaniec et al. 2018). Other traits such as
morphological, physiological or life-history traits that often show heritable variation may also
evolve rapidly in response to new selective pressures (Lynch & Walsh 1998; Thompson 1998;
Nosil 2012).

Among recent biological invasions, the Asian tiger mosquito, Aedes (Stegomyia) albopictus
(Skuse 1894), has been the focus of a large number of species distribution modelling studies at
various spatial scales (Medlock et al. 2006; ECDC 2009, 2012; Fischer et al. 2011; Roiz et al.
2011; Caminade et al. 2012; Kraemer et al. 2015; Dickens et al. 2018; Ducheyne et al. 2018).
These studies depicted a consensus of the geographical determinants of Ae. albopictus global
distribution range, but they primarily aimed at evaluating the potential contemporary and future
distributions. Studies evaluating the niche conservatism hypothesis revealed that invaded
niches differ from those of native populations (Medley 2010; Hill et al. 2017; Cunze et al.
2018). These differences were either explained by niche expansion supporting niche shift (Hill
et al. 2017) or by niche unfilling supporting niche conservatism (Cunze et al. 2018). These



studies compared invaded range niches to those of the entire Asian native range (Medley 2010;
Cunze et al. 2018), but assessing the adaptive potential of introduced populations requires
having a good knowledge of their precise source. For instance, the reconstruction of Ae.
albopictus invasion routes has revealed that the sources can be a previously invaded areas
(Partie II — Article 1, Sherpa et al. 2019a).

In the present study, we address the question of niche shift versus niche conservatism during
the invasive range expansion of Ae. albopictus in Europe, by comparing the ecological
characteristics of European invasive populations to the characteristics of their North American
and Chinese source populations (Partie II — Article 1, Sherpa et al. 2019a). Because North
American populations originated in Japan, where pre-existing cold adaptation probably favored
invasion in temperate regions (Partie IIl — Article 2, Sherpa et al. 2019b), we also included
Japan in niche comparisons. The examination of niche shifts during the invasion process of Ae.
albopictus has never been combined so far to the analysis of traits that may affect local
adaptation. We thus tested if substantial differences in environmental niches occupied by
European invasive populations may have promoted rapid adaptive changes after introduction.
We used published genomic data from double digest restriction associated DNA sequencing
(ddRADseq) from 90 populations distributed throughout the European invasive range, and
measured wing geometric morphometrics for a subset of these populations. To evaluate the
ability of European populations to evolve in response to new selective pressures, we tested the
effect of six environmental factors on genetic composition and morphometric variation using
correlative approaches controlling for populations demographic history. Traits potentially
under current selection within Europe were then compared to their source populations.

Material and methods

Study area

The study area encompasses 90 invasive populations distributed across the current European
invasive range of Ae. albopictus, which have been analyzed in a previous study (Figure 11—
2.1, Partie Il — Article 1, Sherpa et al. 2019a). The samples include populations from Albania
(11), Croatia (3), France (30, including 2 from Corsica), Greece (3, including 1 from
Kefalonia), Italy (17, including 5 from Sardinia and 4 from Sicily), Montenegro (1), Serbia (2),
Slovenia (10), Spain (11, including 4 from Majorca) and Switzerland (2) (Figure 1, Table S1).
Based on the previous reconstruction of colonization routes, we included <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>