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INTRODUCTION GENERALE 

1 Historique, concept et définition de la notion d’espèce 

1.1 Intérêt de la notion d’espèce 

 

Comme en témoignent les peintures rupestres dans les grottes de Bornéo, datées de 

plus de 40 000 ans, la description du monde dans lequel il évolue est une quête à laquelle 

l’Humain s’attelle depuis toujours, et ce afin de mieux le comprendre et l’appréhender. Sur ces 

murs on remarque en effet que les bovidés représentés ont des allures générales différentes. 

Aujourd’hui, la description des espèces répond aussi à des enjeux vitaux de sécurité 

alimentaire1, aujourd’hui menacée dans le contexte de mondialisation et de changements 

climatiques. Les leviers permettant de garantir cette sécurité sont multiples. Ceux-ci comptent 

par exemple, la réduction du gaspillage alimentaire, la redistribution équitable des productions 

agricoles, l’optimisation de la gestion des stocks ou encore la lutte contre les organismes 

pathogènes des cultures. En effet, les rendements agricoles sont menacés par une multitude 

d’organismes vivants. Les pertes associées à ces organismes sont estimées entre 17 et 30% des 

productions agricoles des cinq cultures majeures pour l’alimentation de l’Homme (blé, riz, maïs, 

pomme de terre et soja) (Oerke, 2006 ; Popp et al., 2013 ; Savary et al., 2019). La lutte contre 

ces bio-agresseurs, a impliqué depuis la fin de la seconde guerre mondiale jusqu’à récemment, 

l’utilisation massive de produits phytosanitaires souvent généralistes. Si cette stratégie a 

permis l’augmentation significative des rendements agricoles, elle est aujourd’hui remise en 

cause pour des raisons multiples. Ces méthodes montrent en effet leurs limites avec 

l’apparition de résistances aux produits phytopharmaceutiques utilisés (e.g. Rex Consortium, 

2013), et leur impact négatif sur la biodiversité et la santé humaine (e.g. Carvalho, 2017). C’est 

dans ce contexte que, depuis quelques années les mentalités et les stratégies de lutte évoluent. 

Cette évolution se traduit au niveau national par des programmes de réduction de l’utilisation 

des solutions phytosanitaires, d’abord Ecophyto qui fixait à 50% les objectifs de réduction à 

l’horizon 2018, puis Ecophyto II+ qui apporte une nouvelle impulsion pour atteindre l’objectif 

de réduire les usages de produits phytopharmaceutiques de 50% d'ici à 2025 et de sortir du 

 
1 Sécurité alimentaire :  La sécurité alimentaire existe lorsque tous les êtres humains ont, à tout moment, la 
possibilité physique, sociale et économique de se procurer une nourriture suffisante, saine et nutritive leur 
permettant de satisfaire leurs besoins et préférences alimentaires pour mener une vie saine et active.  
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glyphosate d'ici fin 2020 pour les principaux usages et au plus tard d'ici à 2022 pour l'ensemble 

des usages. 

La tendance actuelle est de proposer des méthodes ou des combinaisons de méthodes de 

luttes alternatives, permettant de réduire l’utilisation de produits phytosanitaires sans pour 

autant compromettre la sécurité alimentaire. Leurs développements ont pour origine 

commune la connaissance la plus précise possible des pathogènes impliqués, notamment leur 

biologie mais aussi la phénologie des plantes hôtes avec lesquelles ils interagissent, pour 

adapter le positionnement des traitements, qu’ils fassent appel à des pratiques agronomiques 

où à des applications de produits phytosanitaires. L’étape initiale de toute démarche de lutte 

est donc toujours l’identification de l’espèce causale et la description la plus complète possible 

de l’écologie de ce pathogène. En parallèle, le développement d’outils d’identification rapides 

et robustes, adaptés aux conditions réelles de plein champ, est un enjeu tout aussi fondamental 

qui repose aussi sur la juste connaissance des espèces ciblées. 

Dans ce nouveau contexte une détermination erronée d’espèce(s) pourra conduire à 

l’utilisation de méthodes de lutte inadaptées (Nadler & Perez-Ponce De Léon, 2011). Par 

exemple, depuis la fin des années 1970, l’utilisation généralisée en Europe de cultivars 

résistants au nématode à kyste de la pomme de terre Globodera rostochiensis, alors identifiée 

comme la seule espèce présente, a conduit rapidement à la recolonisation de la niche 

écologique par une espèce proche, tout aussi dommageable à la culture, qui fut ultérieurement 

décrite comme Globodera pallida, objet d’étude de ce présent travail (Minnis et al., 2002). C’est 

bien la connaissance de l’espèce, de par les propriétés biologiques communes que partagent 

les individus qui la composent, qui permet des méthodes de lutte adaptées. La description 

d’espèce ne se limite pas nécessairement aux ravageurs des cultures et cette problématique 

est aussi présentes dans d’autres domaines. Par exemple, en santé humaine, Saijuntha et al. 

(2007) ont identifié qu’un trématode capable de parasiter les voies biliaires humaines 

(Opisthorchis viverrini) était en fait composé de trois espèces distinctes. Cette découverte a 

permis d’expliquer des variations considérables dans les données épidémiologiques relatives à 

ce parasite. Les auteurs proposèrent d’ailleurs d’évaluer les réponses aux méthodes de lutte 

en fonction des espèces présentes. Par ailleurs, dans le domaine de la conservation de la 

biodiversité, les chercheurs et les gestionnaires doivent à un moment donné assigner les 

organismes d’un milieu à des entités nommées. Les conséquences pratiques, au regard des 
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méthodes de conservation, sont donc directement influencées par le fait que ces entités soient 

considérées comme de « vraies espèces » ou des populations/écotypes (Hey et al., 2003 ; Haig 

et al., 2016 ; Galtier, 2019). En effet, les flux de gènes intraspécifiques sont considérés comme 

bénéfiques pour la survie et les capacités adaptatives de l’espèce alors que les flux de gènes 

interspécifiques sont considérés comme une menace pour son intégrité génétique. Ainsi, si 

deux populations sont considérées comme appartenant à la même espèce alors les mesures de 

gestion favoriseront les flux de gènes entre elles pour maximiser la diversité à l’intérieur de 

l’espèce. En revanche, si ces populations sont considérées comme appartenant à deux espèces 

à parts entières, les mesures de conservation tenteront de diminuer les flux de gènes entre 

elles (Allendorf et al., 2010 ; Frankham et al., 2012).   

Ces quelques exemples montrent combien la description précise des espèces est 

cruciale dans bien des domaines. Paradoxalement, et même si l’existence de frontières entre 

espèces est plutôt intuitive, la délimitation pratique des espèces reste une tâche difficile, même 

pour les spécialistes et alors même que les outils pour les décrire et les délimiter sont de plus 

en plus performants (Galtier, 2019). Typiquement, nos capacités à apprécier la diversité 

génétique ne conduisent pas forcément à proposer une délimitation de deux espèces. Les 

critères de définition ont longtemps été basés sur la ressemblance générale et/ou le mode vie 

des organismes et même, dans le cas des végétaux, leur utilisation par l’Homme. Aujourd’hui 

et depuis la révolution darwinienne, la notion d’espèce renvoie à celle de parenté (Wheeler & 

Meier, 2000). C’est bien cette notion de parenté, qui renvoie aux partages de caractéristiques 

biologiques communes entre membre apparent d’une espèce qui est essentielle puisqu’elle 

implique aussi une réponse plus ou moins similaire de l’ensemble des membres d’une espèce 

à un stimulus extérieur. Certaines espèces, indiscernables morphologiquement mais pouvant 

être très différentes biologiquement complexifient encore la problématique. C’est le cas des 

espèces cryptiques. L’importance d’outil de discrimination performants n’en est que décuplée.  

 

 

 

 



 

 

 

 

Figure 1.1. Schéma théorique des processus de spéciation.  

D’après Poinsot & Hervé, (2018) et Lefevre et al. (2016). Dans chaque colonne est représenté un mode de spéciation. Le 
temps est représenté de haut en bas. Pour chaque processus le point de départ est le même, une population dont les 
individus, représentés par des cercles colorés appartiennent à une même espèce avec des flux de gènes constants 
représentés par des flèches. Le changement de couleurs des cercles représente un changement d’appartenance à une 
espèce. Les conditions environnementales sont représentées par le fond coloré, un changement de couleur indiquant un 
changement de conditions environnementales. Les forces et phénomènes majeurs impliqués dans ces processus sont 
indiqués dans les encadrés verts. La spéciation allopatrique repose sur l’établissement d’une barrière géographique 
empêchant les flux de gènes entre populations. La spéciation parapatrique repose sur la divergence d’une partie de la 
population à l’extrémité de l’aire de répartition, lié à des conditions environnementales différentes. La spéciation 
péripatrique est liée à la séparation géographique d’une petite partie de la population entrainant une forte dérive 
génétique. Enfin la spéciation sympatrique repose sur une différenciation d’une partie de la population au sein d’une 
même aire géographique pouvant être liée à de nombreux phénomènes (séparation spatiale à petite échelle, changement 
d’hôte, changement comportementale par exemple).  
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1.2 Les mécanismes fondateurs de la biodiversité 

 

Un champ disciplinaire profondément connecté à celui de la taxonomie est celui qui 

s’attache à comprendre les mécanismes de formation de nouvelles espèces, appelés processus 

de spéciation. Pour les organismes à reproduction strictement sexuée, les mécanismes à 

l’origine de la spéciation sont les phénomènes qui vont diminuer et à l’extrême stopper les flux 

de gènes entre populations. La seule manière d’échanger des gènes pour ces organismes étant 

la reproduction, les mécanismes de spéciation vont donc créer un isolement reproducteur 

(Encadré 1) entre les populations (Butlin et al., 2009). D’après Coyne & Orr (2004), le réel enjeu 

actuel des études de la spéciation est de comprendre quelles forces évolutives sont à l’origine 

de cette diminution d’échange de gènes entre populations. On distingue généralement quatre 

grands types de processus de spéciation (Figure 1.1, Lefevre et al., 2016 ; Poinsot & Hervé, 

2018). 

Si la spéciation est le passage d’un état où les flux de gènes sont libres entre populations à un 

état où il n’en existe plus entre certaines populations ou entre des groupes de populations, 

alors la quantité de flux de gènes entre deux entités peut être le moyen d’évaluer quelle étape 

des processus de spéciation est observée (Hey & Pino, 2012). En effet, il est important de 

prendre en compte que les processus de spéciation sont des processus qui peuvent s’inscrire 

dans des échelles de temps importantes. En ce qui concerne la délimitation des espèces, elle 

peut engendrer des cas complexes et ambigus (Figure 1.2, Galtier, 2019). Des processus de 

spéciation en cours peuvent également engendrer des ambiguïtés en fonction des caractères 

étudiés. Dans ce contexte, de nombreuses propositions pour délimiter les espèces entre elles 

et pour essayer de s’affranchir des problèmes des cas ambigus, voient le jour (Padial et al., 

2010 ; Zhang et al., 2013 ; Galtier, 2019), mais aussi des définitions différentes de l’espèce pour 

tenter d’englober un maximum de cas (Coyne & Orr, 2004 ; Mallet, 2001).  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.2. « Zones grises » liées au 
processus de spéciation. D’après 
Galtier, 2019.  

Deux vues du continuum de 
spéciation. A gauche : Les espèces 
sont définies comme des groupes 
d’organismes qui se ressemblent du 
point du vue d’un set de variables 
arbitraires. A droite : Les espèces sont 
définies comme des entités 
suffisamment divergentes pour que le 
flux de gène (flèche) soit rare ou 
inexistant. En haut : Une situation 
claire d’une seule espèce. En bas : 
Une situation claire représentant 
plusieurs espèces. Au milieu : Une 
situation ou des groupes peuvent être 
identifiés mais les individus 
intermédiaires sont fréquents et les 
flux de gènes existent pour une 
fraction limitée du génome.  
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1.3 Définitions de la notion d’espèce 

1.3.1 Définition théorique et définitions opérationnelles 

 

Le terme « espèce » peut être ambivalent car il englobe à la fois la définition théorique 

et fonctionnelle de l’espèce. Cette distinction à la base de nombreuses confusions est un point 

auquel toute l’attention doit être portée. En effet, l’espèce au sens théorique - c’est-à-dire la 

définition même, le cadre donné au concept -, bien qu’elle ait été ardemment débattue 

(Encadré 2, Wheeler et Meier, 2000 ; Wilkins, 2009), fait aujourd’hui consensus dans la 

communauté scientifique (De Queiroz, 1999). L’espèce est définie par un ensemble d‘individus 

capables de produire une descendance fertile depuis un point de rupture du flux généalogique 

jusqu'au point de rupture suivant. Cela permet d’illustrer que l’espèce est caractérisée par sa 

dimension temporelle et évolutive (disparition ou apparition de nouvelles espèces par division 

ou fusion). Cette définition s'applique à l'ensemble des êtres vivants et s’inscrit dans le cadre 

théorique accepté qui est la théorie de l’évolution. Cette définition, bien qu’admise par la 

communauté scientifique, ne permet pas de distinguer concrètement les espèces entre elles 

car pratiquement, elle est presque impossible à vérifier. Ce rôle est dévoué aux définitions 

opérationnelles de l’espèce qui ont donc pour objectif de fournir un cadre pratique en 

adéquation avec la définition théorique. Ces définitions opérationnelles restent toutefois 

encore débattues aujourd’hui car aucune n’est applicable à l’ensemble du vivant. 

Aujourd’hui, plus de 25 définitions opérationnelles de « l’espèce » existent (Brookfield, 2002 ; 

Coyne & Orr, 2004). Ce nombre important de définitions reflète d’avantage la diversité 

extraordinaire du vivant, que la simple opposition entre différents points de vue scientifiques. 

Chaque concept va échouer pour un exemple précis d’organismes (Adams, 1998). Chaque 

méthode a pour objectif d’identifier des espèces conformes à des entités visibles dans la 

nature. Nous développerons dans les paragraphes suivants les principales notions 

opérationnelles afin de comprendre les cadres et les limites de ces définitions. 

 

 



 

Encadré 1.  Mécanismes d’isolements reproducteurs. 

On distingue classiquement deux grands types d’isolement reproducteur. Ceux qui diminuent la probabilité de création 
d’une descendance appelés mécanismes prézygotiques et ceux qui diminuent la survie ou le fitness de la descendance 
appelés mécanismes postzygotiques. De par leurs définitions, ces mécanismes ne sont effectifs que chez les individus 
sexués. 

• Les mécanismes prézygotiques peuvent empêcher la rencontre entre deux partenaires, dans ce cas ils sont 
qualifiés d’écologiques. Si les partenaires se rencontrent mais ne s’accouplent pas les mécanismes sont 
qualifiés d’éthologiques. Les mécanismes d’isolement mécaniques sont existants si l’accouplement a lieu mais 
que les gamètes ne se rencontrent pas. Enfin si les gamètes se rencontrent mais que le processus de 
fécondation ne se produit pas, le mécanisme opérant est la mortalité gamétique. 
 

• Les mécanismes post zygotiques interviennent donc une fois le zygote formé. Les mécanismes d’isolements 
reproducteurs vont alors diminuer la viabilité des hybrides, leur fertilité ou celle de leurs descendants. 
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1.3.2 Espèce morphologique 

1.3.2.1 Morphologie et morphométrie 

 

Une espèce morphologique, ou morpho-espèce, peut être définie comme un ensemble 

d’individus qui se ressemblent entre eux, plus qu’ils ne ressemblent aux individus appartenant 

à d’autres espèces (Blandin, 1980). Historiquement, la morphologie a pour objectif de définir 

un individu moyen, l’individu type de chaque espèce (Blandin, 1980). Les limites de cette vision 

sont nombreuses. La principale est qu’elle ne prend pas en compte le polymorphisme 

intraspécifique et donc la formidable diversité du vivant, visible aussi à l’échelle intraspécifique. 

Pourtant, il est possible d’estimer la similitude entre individus par des critères qualitatifs 

(couleur, forme, aspect) mais aussi quantitatifs (taille, poids). Dès lors, et depuis le début du 

XXè siècle, l’étude morphologique intègre des données quantitatives d’un ou plusieurs traits 

mesurables (Adams, 2004) analysés par des méthodes statistiques comme les coefficients de 

corrélations, les analyses de variances ou encore les analyses multivariées qui permettent de 

prendre en compte plusieurs variables. Au fil des ans, l’analyse morphologique a donc gagné 

en précision et en puissance d’explication grâce aux paramètres morphométriques. La 

morphométrie est ainsi l’étude des formes, de leurs variations et covariations avec d’autres 

variables (Bookstein, 1991 ; Dryden & Mardia, 2016). La morphométrie permet de prendre en 

compte plus finement la variation intraspécifique des critères étudiés et offre ainsi une 

meilleure caractérisation des espèces. 

   

1.3.2.2 Les outils de la morphométrie 

 

Traditionnellement, l’analyse morphométrique se base sur l’étude de mesures de 

différents traits morphologiques grâce à des outils d’analyses statistiques multivariées (Marcus, 

1990 ; Reyment, 2010). Cette approche permet d’évaluer et de quantifier les variations intra et 

interspécifiques d’un ou plusieurs traits. Dans certains cas, la méthode traditionnelle présente 

des limites, de par la nature des paramètres comparés ou lorsque certains traits varient entre 

deux individus de manière fine. Par exemple, deux formes différentes comme un ovale et une 

forme de goutte peuvent toutes deux avoir les mêmes longueur et largeur. Ce constat 

entrainera les mophométriciens et statisticiens à développer des outils et méthodes 



 

Encadré 2 : L’espèce, de la ressemblance vers la descendance, une inclusion du temps ; un court historique de la notion 
d’espèce.   
  

 La vision antique :  

La classification des espèces est dominée par un courant de pensée insufflé par Aristote et Théophraste. Les êtres, 
auxquels appartiennent d’ailleurs les minéraux, sont classés et différenciés selon leur degré de perfection ou selon leurs 
âmes. A la base, la matière minérale, au sommet l’homme, seul à détenir la faculté de raison ou l’âme de la rationalité. 
Ici la valeur de l’espèce est couplée à sa description ce qui engendre une hiérarchie entre les différentes entités qui 
composent le monde. Les frontières entre espèces sont floues et ne sont pas infranchissables. La délimitation des 
espèces entre elles est principalement dictée par la ressemblance mutuelle des individus. Cette vision persistera pendant 
plus de 2000 ans, au moyen âge l’Eglise ajoutera au-dessus des hommes, les démons, les anges et les dieux.  

 La révolution du XVIIIème siècle :  

Le XVIIIème apportera son lot de bouleversements à la systématique. Dans un premier temps par Carl Von Linné, 
inventeur de la taxonomie, qui propose en 1735 dans Systema naturae, la nomenclature binomiale, nom de Genre – 
nom d’espèce. Cette nomenclature, toujours d’actualité, permet d’universaliser le nom de l’espèce et rend possible la 
communication entre scientifiques. Ce système universel met en jeux une hiérarchisation du vivant selon six 
organisations, du plus large au plus restreint : Le règne, la classe, l’ordre, le genre, l’espèce et la variété (Linné, botaniste, 
a commencé par les végétaux donc « variété » mais il y a aussi « populations », « races » dans le cas des animaux). Il est 
considéré comme l’élément fondateur de la systématique moderne. Pour produire des classifications, Linné s’appuie 
d’abord et avant tout sur les organes sexuels. Sa conception est que ces organes sont les plus stables, qu’ils reflètent 
donc l’essence de l’espèce, les variations de ce qui est alors appelé l’enveloppe extérieure ne sont perçues que comme 
des anomalies liées à l’environnement. Contemporain, Buffon a un point de vue qui intègre déjà la notion de 
descendance ; pour lui une espèce est un ensemble d’individus semblables qui se reproduisent.  

Si plusieurs classifications coexistent, pourtant, certaines familles comme celle des légumineuses sont 
conservées dans chacune des classifications proposées. L’idée émerge alors chez les systématiciens qu’il existe un 
« ordre naturel » de la nature qu’ils essayent d’approcher. Le but étant de trouver la brique élémentaire de la nature, 
l’espèce. Dans cet objectif, plusieurs courants s’affrontent, notamment celui qui oppose Antoine Laurent de Jussieu et 
Michel Andeson. Toutes deux basées sur la similitude globale des individus, leurs classifications s’opposent par le fait 
que Jussieu propose une subordination des caractères à étudier, certains étant plus important que d’autres. Par exemple 
les caractères embryonnaires reflétant toujours l’essence des individus.    

A la fin du XVIIIème siècle, Cuvier découvre la présence d’espèces fossiles. Il perçoit et introduit la possibilité que 
les espèces puissent s’éteindre et propose une définition toujours centrée sur la ressemblance générale ; une espèce est 
un groupe d’individus qui se ressemblent plus entre eux qu’ils ne ressemblent aux autres. Pour lui les espèces sont stables 
immuables, elles peuvent s’éteindre mais par groupes entiers, qui laisseront place à de nouvelles créations. En ce sens il 
s’oppose à Lamarck, qui, pour une des premières fois, propose que les espèces puissent évoluer au cours des 
générations. Il introduit le courant transformiste selon lequel les espèces se transforment via la volonté propre des 
individus. En revanche il rejette totalement le fait que les espèces puissent disparaître. Ces deux visions, grande 
opposition de la fin du XVIIIème siècle s’accordent tout de même sur un point : l’intégration de la dimension temporelle 
dans le concept de l’espèce. L’espèce n’est plus figée.  

Le bouleversement darwinien (le XIXème siècle) 

La révolution apportée par Darwin & Wallace grâce à leur théorie de l’évolution bouleverse le statut d’espèce. 
La notion de descendance devient essentielle et celle de similitude mineure, c’est une inversion des dogmes. La 
systématique change pour dès lors relater les degrés de parentés et non plus de similitudes entre les espèces ; il est 
maintenant clair que les espèces peuvent évoluer. Il existe plusieurs méthodes pour établir le degré de parenté entre les 
espèces dont notamment la similitude morphologique globale ou la capacité d’hybridation. Les critères de délimitation 
des espèces restent donc similaires mais ce sont les règles d’assemblages et de compréhension des concepts qui 
évoluent. Ces degrés de parentés sont explicités au travers d’arbres phylogénétiques d’où découle la notion d’espèce 
phylogénétique. Cette notion verra son essor grâce à l’engouement pour la biologie moléculaire qui apportera de 
nombreux cas d’études à la phylogénie qui devient donc moléculaire.  
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permettant de prendre en compte ces variations, bâtissant ainsi une discipline appelée 

morphométrie géométrique. Il ne m’est pas possible ici de retracer l’ensemble de ce qu’est la 

morphométrie géométrique, mais il conviendra de préciser simplement quelques points qui 

nous permettront de comprendre son intérêt pour la taxonomie. Pour caractériser les formes 

et leurs variations, il existe principalement deux méthodes. La première consiste à définir les 

contours et la deuxième à définir des points d’intérêt (appelés Landmark) qui permettent 

d’estimer les variations de formes (Adams, 2004 ; Slice, 2007 ; Gunz & Mitteroecker, 2013). Les 

méthodes statistiques associées sont nombreuses et complexes mais permettent aujourd’hui 

d’intégrer des données à deux et trois dimensions (Adams, 2004 ; Slice, 2007). Actuellement, 

ce champ disciplinaire est intimement lié à celui de l’imagerie permettant d’investiguer les 

variations phénotypiques grâce à des outils de prise de vue de plus en plus complexes.  

 

1.3.2.3 La morpho-espèce aujourd’hui, enjeux et limite 

 

La morphométrie a donc permis d’intégrer une dimension quantitative à la notion 

morphologique de l’espèce, et ainsi de pouvoir caractériser des variations intra et 

interspécifiques. La notion morphologique de l’espèce n’est donc pas une définition désuète, 

elle est encore majoritairement utilisée aujourd’hui quand il s’agit de reconnaitre 

concrètement une espèce (Coomans, 2000) comme en témoignent les clefs d’identification, 

incontournables dans tout laboratoire s’intéressant à la taxonomie d’un groupe. En outre, 

l’étude morphologique reste aujourd’hui la seule voie possible pour investiguer la diversité des 

espèces fossiles, et les avancées faites dans ce domaine permettent aujourd’hui d’évaluer des 

différences extrêmement fines (Cucchi et al., 2015). Pourtant certaines limites ne peuvent être 

ignorées. La première d’entre elles, et sûrement la plus importante est que deux espèces 

différentes n’ont pas forcément des morphes différents. Autrement dit, un évènement de 

spéciation n’entraine pas nécessairement un dimorphisme. Dans ce cas, la dimension 

morphologique de l’espèce devient caduque. Le cas le plus fréquent est celui des espèces 

cryptiques, morphologiquement non-différenciables mais phylogénétiquement bien distinctes. 

Les organismes développant un polymorphisme très fort, qu’il soit sexuel ou individuel, 

peuvent aussi poser problème puisqu’arborant des morphes différents selon les conditions. 

Dans ce sens, les études morphométriques tentent d’intégrer aujourd’hui des variables 
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biologiques et écologiques afin de comprendre comment les paramètres morphologiques 

covarient avec ceux-ci (Adams, 2004), et ainsi de pouvoir caractériser les phénotypes des 

espèces indépendamment des conditions.     

 

1.3.3 Espèce biologique  

1.3.3.1 Concept  

 

Evoquée par Buffon (Sloan, 1979) et énoncée clairement pour la première fois par 

Ernest Mayr au milieu du XXIe siècle (Burton, 2002), la notion d’espèce biologique repose sur le 

principe d’isolement reproducteur (Encadré 1), par lequel les flux de gènes entre populations 

s’amenuisent et le pool de gènes à l’intérieur d’une espèce est conservé. Selon cette définition, 

une espèce est ainsi un groupe de populations naturelles capables d’inter-croisements et 

reproductivement isolées d’autres groupes semblables (Burton, 2002). 

Le fait que deux individus d’espèces différentes soient non-interféconds, notion la plus 

largement répandue, n’est finalement qu’une conséquence des isolements reproducteurs, une 

caractéristique, mais pas le fondement de ce concept (Dobzhansky, 1937). Ainsi les nuances 

d’interfécondité entre deux espèces sont nombreuses. Conséquemment aux différentes 

expressions de l’isolement reproducteur, plusieurs notions de l’espèce émergent sans jamais 

remettre en cause le principe fondamental de l’espèce biologique (Wheeler & Meier, 2000). 

On peut par exemple citer le principe de reconnaissance (Patterson, 1985) : deux individus 

appartiennent à la même espèce s’ils sont capables de se reconnaitre ; ou encore le principe 

d’occupation de niche (Mayr, 1982) : deux individus appartiennent à la même espèce s’ils 

occupent la même niche écologique2. 

 

 

 

 
2 Niche écologique : Concept théorique de l’écologie traduisant l’ensemble des conditions (ressource et espace) 
nécessaire pour la viabilité d’une entité donnée 
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1.3.3.2 Enjeux et limites 

 

Une grande critique faite au concept biologique de l’espèce est que le monde vivant 

peut être vu comme un continuum ne créant pas de frontières franches entre espèces. L’étude 

des hybrides montrera pourtant qu’il existe bien des différences importantes entre les espèces, 

fruits d’un isolement reproducteur.  

Classiquement, l’isolement reproducteur est approché par un test de croisement entre 

différentes populations. L’hypothèse sous-jacente postule que deux populations plus éloignées 

génétiquement n’engendreront pas de descendance, ou du moins une descendance non 

fertile, contrairement à deux populations appartenant à la même espèce. Ces tests permettent 

d’approcher l’isolement reproducteur entre plusieurs populations. Cependant, dans le cadre 

d’une expérimentation, ces croisements sont forcés, c’est-à-dire qu’ils peuvent théoriquement 

avoir lieu dans le cadre de l’expérimentation mais sans éventuellement survenir naturellement. 

Certains auteurs proposent alors d’introduire dans cette définition que l’isolement 

reproducteur doit être constaté dans un milieu non perturbé (Lecointre, 2008), s’affranchissant 

des problèmes liés aux croisements forcés. Les tests d’hybridation entre populations ne 

montrent pas toujours des résultats simples et binaires, la présence ou non d’hybrides viables. 

D’une manière générale et à l’exception d’une spéciation purement allopatrique, les processus 

qui mènent à la formation d’une nouvelle espèce sont progressifs (Nosil 2008, 2012 ; Abbott et 

al. 2013). Des hybrides peuvent ainsi être observés entre deux espèces en cours de formation 

ou dans le cas d’une spéciation restée encore incomplète.  

Dans de nombreux cas, l’existence de flux de gènes entre individus est difficile, voire impossible 

à vérifier. On peut citer par exemple les espèces fossiles ou, pour le monde vivant actuel, les 

champignons et les bactéries, mais aussi les nombreux animaux (y compris des nématodes) qui 

n’ont pas un mode de reproduction amphimictique3 et qui pratiquent par exemple la 

parthénogénèse4. Si, conceptuellement, cela ne s’oppose pas à la notion biologique de l’espèce 

car le pool de gènes évolue simplement de manière différente, dans la pratique et pour 

l’identification des espèces, cela engendre de grandes difficultés. Le monde vivant est 

 
3 Amphimictique : Mode de production sexuée impliquant deux gamètes originaires de deux individus différents 
4 Parthénogénèse : Mode de reproduction s’apparentant à de la reproduction asexuée puisque n’impliquant qu’un 
seul individu  
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extrêmement divers et tester l’hypothèse d’un isolement reproducteur peut s’avérer 

complexe. Par exemple, certaines espèces de nématodes sont composées de populations 

présentant un mode de reproduction amphimictique mais aussi de populations présentant un 

mode de reproduction asexué (Triantaphyllou & Hirschmann, 1964 ; Commans et al., 2001). 

Dans ce cas, les flux de gènes sont limités au sein même de l’espèce.   

 

1.3.3.3 Le cas particulier de la gamme d’hôtes chez les parasites de plantes 

 

D’autres moyens permettent d’approcher la différenciation biologique entre deux 

espèces, notamment chez les parasites de plantes. Ces derniers se développent en effet grâce 

à un ou plusieurs hôtes biologiques. Caractériser l’ensemble des hôtes sur lesquels un parasite 

peut se développer revient donc à définir l’ensemble des partenaires potentiels de ce dernier. 

Deux parasites ayant des gammes d’hôtes complètement différentes ne pourront 

nécessairement pas maintenir des flux de gènes et ce, même si potentiellement ils pourraient 

engendrer une descendance viable et fertile. La caractérisation de la gamme d’hôte chez 

certains parasites peut donc constituer un moyen efficace pour déterminer les espèces 

(Glennon et al., 2008) en présence et elle est un moyen couramment utilisé notamment en 

phytopathologie (Goodey et al., 1965 ; Nadler & Perèz-Ponce De Léon, 2011). La pratique est 

néanmoins parfois complexe. Deux espèces de parasites différentes ne possèdent pas 

forcement une gamme d’hôte très divergente. C’est par exemple le cas entre deux espèces de 

nématode parasites des solanacées, G. pallida et G. rostochiensis (Sullivan et al., 2007). Ces 

deux espèces sont reconnues comme clairement isolées génétiquement mais peuvent se 

développer sur les mêmes hôtes. De plus, les espèces parasitaires ne développent pas 

systématiquement une spécificité d’hôte. Par exemple, certaines espèces de nématodes, 

comme celles appartenant au genre Meloidogyne sont particulièrement polyphages et peuvent 

posséder des centaines d’hôtes potentiels (Trudgill et al., 2001). Il apparait alors difficile de 

pouvoir utiliser la gamme d’hôte comme moyen de discriminer ces espèces.  
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1.3.4 Espèce phylogénétique  

1.3.4.1 Concept 

 

L’espèce phylogénétique est intimement liée à la construction d’arbres éponymes qui 

utilisent l’état des caractères afin de classer les espèces, plus petites briques des arbres (Nixon 

& Wheeler, 1990), entre elles pour déterminer leur niveau de parenté (De Queiroz, 1999). Les 

caractères pris en compte pour établir une phylogénie peuvent théoriquement être de tout 

ordre. Dans la pratique, ils sont aujourd’hui principalement moléculaires. Plus le pourcentage 

d’information génétique commune entre deux individus est important, plus ceux-ci ont des 

chances d’appartenir à la même espèce. Cette manière de classifier et d’identifier les espèces 

peut permettre d’englober l’ensemble du vivant. En 1990, De Queiroz & Gauthier soumettent 

le Phylocode comme nouvelle nomenclature, simplement évolutionniste. Un taxon, ou famille, 

correspond alors à l’ensemble des entités suivant un point fixe dans l’arbre. L’espèce devient 

alors le plus petit taxon qu’il est possible de créer, on l’appelle LITU (Least-Inclusive Taxonomic 

Unit) (Pleijel & Rouse, 2000). Cette proposition a l’avantage de séparer les problématiques 

biologiques, essentielles à la reconnaissance concrète des espèces, des problématiques de 

nomenclature. L’étude des caractères génétiques ou génomiques vise aussi à quantifier les 

divergences entre les entités étudiées et à établir un « taux de divergence suffisant » pour 

appeler deux entités « espèces » (Galtier, 2019).  

 

1.3.4.2 Les outils moléculaires 

 

La diversité de marqueur disponibles pour étudier les variations moléculaires est très 

vaste et concerne tous les types d’ADN, qu’ils soient mitochondriaux, chloroplastiques ou 

nucléaires (y compris l’ADN ribosomique) (Nega, 2014 ; Rannala, 2015 ; Seesao et al., 2017 ; 

Bogale, 2020). Cependant, toutes les parties du génome n’évoluent pas à des vitesses 

constantes car elles ne sont pas soumises à des forces évolutives similaires (Nichols, 2001). Par 

exemple, en 2017, les membres de « Anopheles gambiae 1000 Genomes Consortium » 

montreront que la différenciation génétique entre deux espèces de moustiques, Anopheles 

gambiae et Anopheles coluzzi n’est pas uniforme le long de leurs génomes : Elle est forte pour 

les parties du génome sous sélection divergente et faible pour les autres parties du génome 
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(The Anopheles gambiae 1000 Genomes Consortium, 2017). Pour ces espèces, l’arbre 

phylogénétique est supporté par une faible minorité de gènes (Fontaine, 2015). Cet exemple 

nous montre qu’il convient d’être prudent dans le choix des marqueurs utilisés pour estimer la 

différenciation moléculaire entre deux espèces (Carstens et al., 2011 ; Patwardhan et al., 2014). 

L’approche de barcoding, basée sur l’idée qu’une séquence particulière commune à tous les 

êtres vivants (Barcode), pourrait servir comme identifiant unique pour toutes les espèces sur 

Terre, le séquençage de ce barcode offrant ainsi la possibilité de découvrir de nouvelles espèces 

de manière robuste et ce avec une petite partie de l’ADN (Hebert et al., 2003, 2005 ; Janzen et 

al., 2005). Malgré des réussites pour certains groupes du vivant (Hebert et al., 2004), cette 

méthode semble difficilement généralisable. Chez les nématodes par exemple, il est très 

difficile d’identifier une cible moléculaire unique capable à la fois d’être amplifiée au sein de 

toutes les espèces du phylum et de montrer du polymorphisme entre les espèces au sein de 

tous les genres du phylum (Nega, 2014 ; Ahmed et al., 2016). En outre, les techniques 

d’amplification par PCR associées à cette approche peuvent induire un nombre important de 

chimères et introduire un biais important dans les analyses (Hubert et al., 2004 ; Edgar et al., 

2011). Les études génétiques, en plus d’essayer de reconstruire l’histoire évolutive des entités 

étudiées, visent à identifier des clusters, groupes homogènes génétiquement et assez 

différents d’autres groupes. Pourtant, le nombre et la nature des clusters créés dépendent 

directement de paramètres arbitraires fixés par l’utilisateur (Puechmaille, 2016). Ces clusters 

sont souvent construits sur la base de fréquences alléliques. Pour certains marqueurs 

génétiques, il est avéré que ces fréquences peuvent varier fortement entre des entités 

reconnues comme des populations d’une seule espèce, les clusters génétiques ne sont donc 

pas nécessairement des espèces (Mallet, 2007). 

 

1.4 Quel seuil fixer pour définir une espèce ? Les zones grises de la spéciation  

 

Pour toutes les tentatives de définition de l’espèce vues jusqu’ici, le problème est 

toujours le même : quel seuil fixer pour définir que deux entités soient des espèces différentes 

ou non ? En d’autres termes, quelle est la quantité de différences nécessaire à la fixation d’un 

seuil à partir duquel les espèces seront reconnues comme telles ? Les systématiciens doivent 

toujours répondre à ces questions (Nadler, 2002 ; Rannala, 2015 ; Galtier, 2019). En étudiant 



 

 

 

 

 

Figure 1.3. D’après Padial et al. (2010). Les différentes voies d’intégration de la taxonomie intégrative.  

Les fonds jaune, bleu et rouge représentent les spectres de variations de caractères, chaque point représente 
une lignée évolutive nécessitant une identification. L’intégration par accumulation (gauche) identifie des 
espèces pour chaque lignée présentée ici alors que l’intégration par congruence (droite) n’en identifie que 
pour les lignées dont au moins deux des trois caractères étudiés tendent vers la conclusion d’une nouvelle 
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des marqueurs différents, les études génétiques mettent à jour des cas complexes, notamment 

dans le cas de processus de spéciation en cours ou inachevés. Pour ces cas, l’observateur peut 

analyser des parties de l’ADN différenciées ou non, avec comme conséquence, des conclusions 

opposées. Cette zone intermédiaire, liée au processus souvent graduel et étalé dans le temps 

de la spéciation est appelée « zone grise » et est à la base de nombreuses confusions 

taxonomiques (Roux et al., 2016). Cette zone grise de la spéciation existe pour les études 

génétiques mais aussi pour toutes les autres définitions de l’espèce. Par exemple les 

hybridations constatées entre des espèces pourtant séparées, mais partageant toujours la 

possibilité de produire des hybrides viables, vont questionner la définition biologique de 

l’espèce (Mallet, 2005). Les délimitations d’espèces sont aussi dépendantes des organismes 

étudiés.  

 

1.5 La délimitation d’espèces, vers la taxonomie intégrative.  

 

En résumé, malgré les nombreuses définitions de l’espèce, il n’existe pas aujourd’hui de 

méthode universelle pour les décrire (Galtier, 2019). La délimitation d’espèces a pour objectif 

de comprendre les origines de la spéciation ainsi que leur trajectoire évolutive (Padial et al., 

2010 ; Carstsens et al., 2013). Dans cet objectif, étudier et intégrer à la fois des critères 

morphologiques, moléculaires, protéomiques ou biologiques paraît nécessaire (Will & rubinoff, 

2004 ; Dayrat et al., 2005, Wheeler, 2008). Le besoin d’une ligne de conduite universelle pour 

délimiter pratiquement les espèces est réel ; c’est ce que propose la taxonomie intégrative 

(Dayrat et al., 2005 ; Valdecasas et al., 2008 ; Padial et al., 2010 ; Pires & Marioni, 2010 ; Schlick-

Steiner et al., 2010). 

La taxonomie intégrative admet deux voies d’intégration possibles (Figure 1.3). La première est 

celle de la cumulation : les résultats issus de chaque champ disciplinaire choisi pour étudier la 

spéciation ne doivent pas nécessairement tendre vers les mêmes conclusions. Par exemple, si 

une étude morphologique conclut qu’il n’existe pas de distinction entre deux potentielles 

espèces mais que des études génétiques et écologiques concluent au fait que cette distinction 

existe, la taxonomie intégrative par cumulation pourra admettre l’existence d’une nouvelle 

espèce. Cette proposition fait courir le risque de surestimer le nombre d’espèces décrites mais 
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donne aussi un moindre niveau de confiance aux délimitations proposées. La seconde est celle 

de la congruence : il est alors nécessaire que tous les champs disciplinaires étudiés congruent 

vers la conclusion d’une spéciation pour créer une frontière entre deux espèces. Cette méthode 

a ainsi permis récemment de confirmer la présence d’espèce cryptiques au sein de rongeurs 

appartenant au genre Lemniscomys et de préciser leur distribution géographique en Guinée en 

recoupant les résultats d’analyses cytogénétiques, moléculaires, morphologiques et 

morphométriques (Denys et al., 2020). Les risques sont ici opposés à la cumulation, c’est-à-dire 

la sous-estimation du nombre d’espèces. En revanche le niveau de confiance dans la conclusion 

est forte (Padial et al., 2010). 

L’usage du principe d’intégration est de plus en plus répandu depuis les années 2010 et ce dans 

tous les groupes du vivant (exemple : Hillis, 2019, Funk et al., 2012, Heneberg et al., 2015). La 

plupart du temps, la taxonomie intégrative est utilisée dans les cas les plus complexes, là où la 

délimitation est difficile, par exemple pour les espèces cryptiques.  

 

1.6 Les espèces cryptiques 

 

Les espèces cryptiques sont définies comme deux espèces biologiquement et 

phylogénétiquement différentes mais non-différenciables sur le plan morphologique (Struck et 

al., 2018). C’est-à-dire une spéciation qui survient sans modification morphologique visible par 

l’observateur (Palomares-Rius et al., 2014). Les espèces cryptiques sont détectées dans toutes 

les branches du vivant et représentent une grande part de la biodiversité (Joger & Schrödl, 

2013 ; Nygren, 2013 ; Loxdale et al., 2016 ; Struck et al., 2018). 

Plusieurs phénomènes peuvent expliquer la similarité phénotypique entre deux espèces 

distinctes (Struck et al., 2018) : Le parallélisme, évolution à partir d’un caractère commun 

ancestral. (Swift et al., 2016) ; La convergence évolutive, une diversification très récente ; ou 

une stase évolutive5. Des phénotypes semblables suite à une étape de spéciation peuvent être 

le résultat d’une sélection forte sur des traits difficilement visibles, comme par exemple la 

reconnaissance de signaux chimiques (Bickford et al., 2007). Un environnement contraignant 

 
5 Stase évolutive : immobilité évolutive. Une espèce en stase évolutive est une espèce dont les caractères sont 
stables depuis longtemps.  
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favorise également l’adaptation rapide des individus et l’apparition de phénotypes similaires 

(Wellborn & Broughton, 2008). L’étude des espèces cryptiques donne donc des indications 

temporelles et spatiales sur les mécanismes de spéciation, parfois encore en cours, et permet 

de comprendre l’histoire évolutive des espèces étudiées. De par leur mode de vie, leur taille et 

leurs ressemblances, les parasites et notamment certains genres de nématodes, sont des 

organismes pour lesquels on recense de nombreuses espèces cryptiques (e.g. Nadler & Perez-

Ponce De Leon, 2011). 

 

2 Application au phylum des nématodes 

2.1 Les nématodes phytoparasites 

 

Les nématodes sont des vers ronds non segmentés. Ils appartiennent au groupe des 

Métazoaire, ecdysozoaire et sont donc plus proches des arthropodes que des annélides. Près 

de 27 000 espèces sont actuellement décrites (Hugot et al., 2001) et la diversité estimée dans 

ce phylum atteint entre 500 000 et 1 million d’espèces (Blaxter et al., 1998 ; Dorris et al., 1999 ; 

Hugot et al., 2001 ; Blumenthal & Davis, 2004). Cette diversité peut être classée selon le mode 

de vie adopté : libre (terrestres ou marins), zooparasites (de vertébrés ou d’invertébrés) et 

phytoparasites. Cette richesse spécifique impressionnante contraste fortement avec la 

diversité morphologique et organisationnelle dont fait part ce phylum. Les nématodes 

phytoparasites, par exemple ne dépassent pas un à deux millimètres. Recouverts d’une cuticule 

de collagène, ce sont des vers ronds morphologiquement peu différenciés malgré l’existence 

de modes de vie et de parasitisme différents et une différenciation phylogénétique souvent 

ancienne. Par exemple, Caenorhabditis elegans et C. briggsae sont deux espèces de nématodes 

libres dont la distinction morphologique est extrêmement complexe, même aux yeux des 

spécialistes. Pour autant, ces deux espèces ont divergé il y a 80 à 110 millions d’années (Stein 

et al., 2003), c’est-à-dire 5 à 45 millions d’années avant l’Homme et la souris (Waterson et al., 

2002) qu’il est pourtant facile de distinguer. La conservation morphologique est très présente 

chez le phylum Nemata (Nega, 2014). Cette similarité morphologique est encore renforcée 

chez les nématodes parasites de plantes (NPP ou Plant Parasitic Nématodes (PPN), en anglais). 

En effet, leur mode de vie particulier leur octroie des caractères propres. Tous les NPP sont 

caractérisés par la possession d’un stylet. Cette pièce anatomique située sur la partie 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.4. Rythme de description de nouvelles espèces en fonctions des 
échelles taxonomiques.  
Comparaison sur la période 2001 – 2019 du nombre de nouvelles 
publications impliquant la description d’au moins une nouvelle espèce 
(équation de recherche : ["new species" or n.sp] and [description* or 
discover*]) en orange, au nombre de publications impliquant au moins une 
espèce de nématode (équation de recherche : [["new species" or n.sp] and 
[description* or discover*] and nematode] en orange clair, et enfin au 
nombre de publications impliquant au moins une description d’espèce de 
nématode parasite des plantes (équation de recherche : [["new species" or 
n.sp] and [description* or discover*] and [plant parasitic nematode or 
PPN]] en orange pastel.  
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supérieure du corps a pour fonction de perforer les parois végétales pour l’implantation et la 

nutrition. Du point de vue des taxonomistes, le stylet constitue l’un des critères clé de la 

classification de ces espèces. Il existe, en effet, de multiples critères morphologiques qui 

mettent en jeu cette pièce anatomique. Aujourd’hui plus de 4100 espèces de NPP sont décrites 

(Decraemer et al., 2006). Hugot et al. (2001) mettent l’accent sur la nécessité d’intensifier les 

efforts d’identification de nouvelles espèces chez les nématodes. Pourtant, la description de 

nouvelles espèces augmente lentement depuis cette date (Figure 1.4) notamment pour les 

NPP. Ce phénomène peut être imputé à plusieurs causes : premièrement la baisse du nombre 

d’experts taxonomistes (Ferris, 1994 ; Coomans, 2002) ; deuxièmement et comme évoqué plus 

haut, la forte similitude morphobiométrique entre les différentes espèces de nématodes 

phytoparasites qui rend difficile la ségrégation morphobiométrique notamment dans le 

contexte d’une baisse des compétences en taxonomie. Enfin, et comme il le sera évoqué plus 

loin dans le document, les NPP présentent un nombre d’espèces cryptiques important, 

complexifiant encore le discernement et, de fait, la découverte de nouvelles espèces. Le 

parasitisme des plantes est apparu à plusieurs reprises dans l’histoire évolutive des nématodes 

(Van Megen et al., 2009 ; Figure 1.5). Les NPP ne représentent donc pas un groupe 

monophylétique, pourtant ils présentent tous une pièce anatomique propre, le stylet. Cette 

pièce anatomique ayant des fonctions mécanique (percer les cellules végétales) et nutritive (le 

stylet permet aux nématodes de sécréter des enzymes dans les cellules végétales et d’ingérer 

les nutriments nécessaires à son développement) présente des aspects différents aux yeux des 

spécialistes et de nombreux critères de différenciation morphologiques y sont associés (Figure 

1.6).  

 

 2.2 Les espèces cryptiques chez les nématodes phytoparasites 

 

Il existe chez le phylum Nematoda un grand nombre d’espèces cryptiques (Palomares-

Rius et al., 2014) dont les délimitations et la distinction ne peuvent pas être basées sur des 

études morphobiométriques en raison de l’absence de différences observables, qu’elles soient 

externes ou internes (Palomares-Rius et al., 2014). Ces dernières décennies, le concept 

opérationnel de l’espèce a été rediscuté, suggérant que la délimitation au sein de ce groupe 

particulier doit majoritairement s’appuyer sur le concept phylogénétique de l’espèce (Adams, 



 

 

 

 

 

Figure 1.5. Phylogénie du phylum Nemata. D’après van Megen et al. (2009). Les encadrés en couleurs 
délimitent les trois principaux groupes dont Chromadoria qui est divisé en trois (De Ley, 2006). Les familles 
présentant la capacité de parasiter des plantes sont écrites en vert gras et souligné 
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1998 ; Nadler, 2002) et sur la base d’approches de taxonomie intégrative (Coomans, 2001 ; 

Schlick-Steiner, 2002 ; Gonçalves de Olivera et al., 2011). En effet, plusieurs limites peuvent 

être considérées quant à l’utilisation des concepts morphologiques et biologiques. Comme 

nous l’avons évoqué précédemment, la morphologie des nématodes parasites de plantes, liée 

à leur mode de vie particulier, est assez similaire. La caractérisation morphologique des 

différentes espèces nécessite donc une expertise forte, de moins en moins disponible, et est 

très couteuse en temps. En outre, les critères morphométriques couramment utilisés sont 

parfois chevauchants et nécessitent la prise en compte de nombreux critères ainsi qu’un 

nombre d’individus important, ce qui n’est parfois pas possible. Le concept biologique, quant à 

lui, est testable sur les espèces à reproduction sexuée mais nécessite la production en amont 

de femelles vierges et la possibilité de réaliser des croisements en boite de Pétri, afin de pouvoir 

s’assurer de la copulation et pouvoir isoler les femelles fécondées pour étudier la viabilité de 

leur descendance. Les tests d’hybridation sont très fastidieux et consommateurs en temps. En 

outre, la relative complexité de leur cycle de vie, ajoutée à la possibilité d’engendrer des 

hybrides viables et fertiles dans de nombreux cas, rend la délimitation extrêmement complexe 

entrainant la possibilité de sous-estimation d’espèces et une erreur d’identification 

potentiellement très forte (Gutiérrez- Gutiérrez et al., 2010 ; Cantalapiedra-Navarrete et al., 

2013). 

 La délimitation d’espèces chez les nématodes utilise majoritairement des caractères 

morphologiques différents, relativement rares. Le mode de vie des nématodes parasites des 

plantes suppose de fortes contraintes, en particulier liées à l’obligation de pénétration dans la 

plante hôte, à la chimie ou encore à la densité du sol. Ces contraintes fortes font que les espèces 

présentent des phénotypes semblables aux yeux des observateurs. De plus, chez certaines 

espèces, la variabilité morphométrique interindividuelle peut atteindre des magnitudes 

extrêmement élevées notamment liées aux variabilités environnementales. Ainsi a-t-il pu être 

démontré chez Halicephalobus gingivalis qu’il était possible d’induire une variabilité 

morphométrique plus forte que la variabilité connue dans l’espèce et ainsi la confondre avec 

d’autres (Fonderie et al., 2013). 

Nous retraçons ici quelques exemples typiques de cas avérés d’espèces cryptiques chez les 

nématodes parasites des plantes. Ces exemples sont loin d’être exhaustifs de l’ensemble de la 
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diversité cryptique qui existe chez les NPP mais sont une illustration de l’importance de ce type 

de questionnement.   

Le premier exemple développé est celui qui met en jeu Meloidogyne chitwoodi et M. fallax. M. 

chitwoodi est une espèce de nématodes à galles parasitant de nombreuses plantes (plus de 250 

plantes hôtes répertoriées) dont certaines représentent un enjeu économique majeur comme 

les pommes de terre, les carottes ou encore les tomates (MacLeod et al., 2012). Elle fut décrite 

pour la première fois en 1980 (Santo et al., 1980). Il est connu que cette espèce témoigne d’une 

grande variabilité phénotypique et trois morphotypes sont décrits. Ils ne sont pas distinguables 

morphologiquement et c’est grâce à leur gamme d’hôte que l’on peut les distinguer (Santo & 

Pinkerton, 1985 ; Mojtahedi et al., 1994). M. fallax fut détectée en 1992 aux Pays-Bas et décrite 

comme une nouvelle population de M. chitwoodi (Karssen, 1994). Plus tard, malgré le fait que 

ces deux populations soient non différenciables morphologiquement à cette période, il a été 

démontré qu’elles ne pouvaient pas s’hybrider (van der Beek & Karssen, 1997) et qu’il s’agissait 

donc bien de deux espèces différentes.  

D’autres groupes peuvent illustrer la difficulté de délimiter des espèces chez les nématodes 

parasites de plantes. C’est par exemple le cas du genre Pratylenchus. Les nématodes du genre 

Pratylenchus sont des endoparasites appartenant au phylum des Tylenchidae. Leurs dégâts sont 

susceptibles d’avoir un impact économique majeur. A ce titre, ils sont classés comme le 

troisième groupe de nématodes parasites de plantes causant le plus de pertes économiques en 

agriculture et horticulture (Castillio & Volvas, 2007). Les espèces au sein de ce genre présentent 

une grande variabilité morphologique (Castillo & Volvas, 2007) complexifiant le diagnostic 

morphologique. Dans ce contexte, ce genre a été exploré par le biais de méthodes moléculaires 

(Janssen et al., 2017). L’exploration génétique de ce genre, couplée à l’étude des morpho-

espèces, a permis de démontrer l’existence de plusieurs cas d’espèces cryptiques (De luca et 

al., 2011, 2012 ; Janssen et al., 2017). Les débats quant à la délimitation des espèces au sein de 

ce genre sont particulièrement animés à propos de la validité de deux espèces, P. penetrans et 

P. fallax. P. fallax fut originellement décrit comme une espèce différenciée de P. penetrans 

(Seinhorst, 1968). En 1976, Tarte & Mai les décrivent comme une seule espèce à la suite d’une 

étude morphologique montrant de trop grandes similarités. Plus tard, plusieurs études 

montreront que P. fallax devait être considérée comme une espèce à part entière, certaines 

montrant l’infertilité des hybrides interspécifiques (Perry et al., 1980) et d’autres la 
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différenciation génétique entre P. fallax et les autres espèces du genre (Ibrahim et al., 1995 ; 

Waeyenberge et al., 2000). L’année suivante, des explorations via l’ARN ribosomique 

montrèrent que P. fallax était pratiquement identique (99%) à une autre espèce, P. 

convallariae, toutes deux très proches également de P. penetrans (96-97%) (Carta et al., 2001 ; 

Handoo et al., 2001). Il fut donc proposé que ces trois espèces soient synonymisées (Jones et 

al., 2013). Récemment, l’étude d’autres marqueurs (ITS, COI) est venue éclaircir cette situation. 

Bien que ces espèces soient morphologiquement semblables, il existe bel et bien une 

distinction génétique entre elles, dévoilée entre autres par des analyses phylogénétiques 

poussées (GMYC, ABGD) (Janssen et al., 2017). Ce cas d’étude montre bien à quel point il peut 

être complexe de distinguer des espèces chez les nématodes parasites des plantes, notamment 

par le fait qu’elles soient indiscernables morphologiquement. Il apparait aussi nécessaire 

d’utiliser les outils adaptés, notamment quand il s’agit d’études moléculaires qui montrent ici 

leurs limites si des marqueurs peu polymorphes sont utilisés. Enfin, il semble important de 

coupler des études génétiques, moléculaires et biologiques afin de diminuer le risque d’erreur 

d’identification.  

La caractérisation des espèces cryptiques au sein des nématodes phytoparasites constitue pour 

les productions agricoles un enjeu majeur, en particulier en matière de sécurité sanitaire et de 

modalités de gestion associées. L’identification erronée (ou même l’absence d’identification) 

d’un pathogène complique nécessairement la lutte contre celui-ci (Palomares-Rius et al., 2014). 

De nombreux points d’ombre, relevés par Bickford et al. (2007), restent encore à éclaircir quant 

aux questions soulevées par les espèces cryptiques : « Quels processus écologiques et évolutifs 

mènent vers une divergence génétique et un isolement reproducteur en l’absence de 

différenciation morphologique ? Est-ce que certains groupes ont une propension à la spéciation 

cryptique ? La spéciation cryptique est-elle plus commune en situation d’allopatrie, de 

sympatrie ou de parapatrie ? Comment les différents concepts d’espèces influencent 

l’estimation d’espèces cryptiques ? Quel type d’évidence génétique est nécessaire pour décrire 

une espèce cryptique ? » Ces questions peuvent être posées pour les nématodes 

phytoparasites, tout en prenant en compte les particularités liées à ce groupe : 

particulièrement la difficulté d’échantillonnage, la spécificité d’hôte qui existe chez certains 

genres, les mouvements artificiels des populations induits par l’Homme et le peu de critères 

morphologiques discriminants (Palomares-Rius et al., 2014).  





Introduction Générale 

20 
 

 

2.3 Le modèle d’étude : le cas des Globodera 

 

Initialement, le genre Globodera a été inclus dans le genre Heterodera dont il est 

aujourd’hui le groupe le plus proche. En 1959, Skarbilovich décrit pour la première fois le sous-

genre à qui il donne le nom Globodera, composé du latin Globus qui signifie globe et du grecque 

deros, la peau. Par la suite, il sera élevé au stade de genre et reconnu par la communauté 

scientifique (Skarbilovich 1959 ; Behrens, 1975 ; Mulvey & Stone, 1976). Le genre Globodera 

est ainsi composé de 13 espèces différenciées en deux groupes, les espèces capables d’infecter 

les solanacées et celles qui ne le sont pas, leur phylogénie est présentée en figure 1.7.  

Dans l’ensemble du manuscrit, la description morphologique est restreinte aux larves 

infectantes (Stade J2, Figure 1.6), stade du cycle de vie sur lequel de nombreux critères 

morphologiques sont caractéristiques et discriminants. C’est aussi le premier stade après 

l’éclosion, les spécimens émergeants des kystes sont au stade J2. Les principales observations 

sont réalisées au niveau de la tête, du stylet et de la queue. La longueur totale du corps peut 

également être considérée. On notera toutefois que de nombreux autres critères qui 

conduisent à la différenciation des espèces sont considérés sur des stades correspondant à 

d’autres étapes du cycle de vie de ces nématodes, notamment sur la forme de conservation : 

le kyste.   

L’histoire de la caractérisation des espèces et de la définition de la nomenclature du genre est 

tumultueuse. Les paragraphes suivants s’attacheront à décrire les principales caractéristiques 

des espèces de Globodera capables d’infecter les solanacées pour en comprendre leur 

proximité ou leurs divergences. 

 

Globodera tabacum (aussi appelé nématode à kyste du tabac) 

 

Comme la plupart des espèces de Globodera, G. tabacum fut d’abord décrite comme 

appartenant au genre Heterodinae (Lownsbery & Lownsbery, 1954) puis réassignée au sous-

genre des Globodera. La première occurrence connue de cette espèce a pour origine le 
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Connecticut où des kystes semblables à G. rostochiensis furent échantillonnés dans un champ 

de tabac. Il était déjà connu que G. rostochiensis ne se développait pas sur cette plante et c’est 

suite aux études morphologiques menées en 1954 que G. tabacum fut finalement décrit pour 

la première fois. En 1968, Miller & Gray décrivirent G. virginiae et en 1972, G. solenacearum à 

partir d’échantillons récoltés en Virginie (USA) sur la base d’une différence ténue observée sur 

la vulve du kyste. Plus tard, des analyses morphologiques et morphométriques montreront 

qu’avec les outils disponibles, il est impossible de différencier ces trois espèces. Elles seront 

donc synonymisées en une seule espèce, G. tabacum, comprenant trois sous-espèces G. 

tabacum tabacum, G. tabacum solanacearum et G. tabacum virginiae (Stones et al., 1983, 

Motta & Eisenback, 1993,a,b,c). Les trois sous-espèces sont capables de s’hybrider. Cette 

propriété vient donc argumenter en la faveur d’un classement ces trois entités à l’intérieur de 

la même espèce (Miller, 1983 ; Muniéry et al., 1992). En revanche, les dégâts causés sur les 

cultures sont variables selon les sous-espèces. Son hôte préférentiel est le tabac mais elle peut 

aussi se développer sur des plants d’aubergine, de tomates et la plupart des solanacées. La 

gamme d’hôte des trois sous-espèces peut varier mais n’est pas assez différente pour les 

différencier (Robert & Stone, 1981). Les larves mesurent entre 410 et 621 µm, leur stylet entre 

20 et 27 µm et leur queue entre 33 et 64 µm. Elle peut être différenciée de G. rostochiensis et 

G. mexicana par la taille du corps et du stylet de leurs larves. En revanche, il n’existe aujourd’hui 

aucun critère morphologique ou morphométrique pour différencier des larves de G. tabacum 

et de G. pallida. Si des fécondations entre des mâles de G. mexicana et des femelles de G. 

tabacum solanacearum ont produit une descendance viable et fertile (Muniéry et al., 1992), la 

réciproque n’est pas vraie. Aujourd’hui G. tabacum est distribuée sur l’ensemble des continents 

et des études génétiques apportent des clarifications quant à la systématique à l’intérieur de 

ce complexe. Gt. tabacum semble être la sous-espèce ayant dérivé le plus tôt dans l’histoire 

évolutive du groupe (Marché et al., 2001 ; Subbotin et al., 2000) tandis que Gt. solanacearum 

et Gt. virginiae se sont séparées plus récemment. En 2001, Marché et al. ont même proposé 

l’existence d’un nouveau sous-groupe, Gt. Azteca, sur la base des résultats de phylogénie 

moléculaire obtenus à partir de marqueurs de type AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism).  
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Globodera ellingtonae 

 

G. ellingtonae est la dernière espèce du genre à avoir été décrite (Handoo et al., 2012). 

A ce titre, les métadonnées disponibles sont moins nombreuses. Cette espèce fut détectée puis 

isolée dans l’Oregon (USA) mais certaines populations ont été identifiées dans le nord de 

l’Argentine (Lax et al., 2014) et il est suspecté que certaines populations chiliennes 

appartiennent à cette espèce (Subbotin et al., 2020). Catégorisée génétiquement et 

morphométriquement, les larves au stade infectant sont d’une taille comprise entre 365 et 526 

µm, leur stylet mesure entre 19 et 24 µm et leur queue entre 39 et 56 µm (Handoo et al., 2012). 

Les larves diffèrent morphologiquement de celles des espèces proches par la forme de sa 

queue. D’un point de vue moléculaire, l’analyse phylogénétique à partir des séquences ITS et 

du gène COI permettent de distinguer G. ellingtonae des autres espèces du genre Globodera. 

Décrite comme capable de se développer sur plusieurs cultivars de pommes de terre aux Etats-

Unis dans un premier temps (Handoo et al., 2012), sa gamme d’hôte est beaucoup plus large 

et inclut notamment le tabac (Nicotiana tabacum), la tomate (Solanum lycopersicum), le piment 

(Capsicum annuum) ou la morelle noire (Solanum nigrum) (Peetz et al., 2019).  

Globodera mexicana et Globodera bravoae 

 

L’histoire de la caractérisation de l’espèce G. mexicana a elle aussi été assez 

tourmentée. Décrite pour la première fois dans un travail de thèse par Campos-Vela en 1967, 

les premiers spécimens ont été récoltés sur une solanacée sauvage, Solanum rostratum au 

centre du Mexique dans l’état de Tlaxcala. Il est rapporté que cette espèce est capable de se 

reproduire sur plusieurs plantes hôtes, notamment la tomate (S. lycopersicum) et la morelle 

noire (S. nigrum), en revanche il n’est pas possible pour elle de compléter son cycle biologique 

sur pommes de terre (S. tuberosum). La reconnaissance de cette espèce s’est heurtée à 

plusieurs limites. Le fait qu’elle ait été décrite dans une thèse et non dans un article scientifique 

a constitué un premier frein. De plus, en 1972, deux publications vont contredire les 

conclusions proposées dans la thèse de Campos-Vela. Golden & Ellingtonae (1972) concluront 

sur des bases morphologiques que les kystes de G. mexicana sont semblables à Gt. virginiae 

(nommé à cette époque Heterodera tabacum virginiae). Sur la base de profils protéiques, Greet 

(1972) aboutira aux mêmes conclusions. Enfin en 1983, Stone proposera une synonymisation 
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de G. mexicana et G. tabacum car les études morphologiques et morphométriques ne 

permettent pas de les différencier. Les travaux suivants montreront la possibilité de distinguer 

G. mexicana de toutes les autres espèces de Globodera par plusieurs voies, notamment grâce 

à des techniques de PCR-ITS-RFLP (Thiéry et al., 1997 ; Grenier et al., 2001), de PCR-RAPD 

(Thiéry et al., 1997), d’hybridation à l’aide de sondes moléculaires correspondant à des 

séquences répétées de type ADN satellite (Grenier et al., 2001) et de qPCR TaqMan (Gamel et 

al., 2017). Ces études permettront aussi de comprendre que cette espèce est génétiquement 

plus proche de G. pallida que de G. tabacum. Enfin pour apporter une preuve définitive afin de 

considérer G. mexicana comme une espèce à part entière, Mugniéry et al. (1992) ont montré 

qu’en conditions contrôlées, G. mexicana ne produit d’hybrides viables que si le croisement est 

fait entre un male de G. mexicana et une femelle de G. tabacum solanacearum. Toute autre 

combinaison entre G. mexicana et d’une part G. tabacum solanacearum et G. tabacum virginiae 

d’autre part (G. tabacum tabacum étant absente de cette étude), ne produit pas d’hybride 

viables. Ceci témoigne de la distance génétique entre G. mexicana et le groupe G. tabacum spp. 

En revanche, il est possible de créer une descendance viable et fertile en croisant des 

populations de G. mexicana et des populations de G. pallida (Thiéry et al., 1997). Ces 

croisements ne sont pas effectifs entre toutes les populations de ces deux espèces, certaines 

populations montrant une incompatibilité cytoplasmique forte (Thiérry et al., 1997). G. pallida 

et G. mexicana semblent donc montrer une distance génétique variable suivants les 

populations étudiées, parfois assez fortes pour les considérer comme espèces divergentes. En 

2010, Subbotin et al. ont proposé de considérer G. mexicana comme une espèce à part entière. 

Les descriptions morphologiques restent celles effectuées par Campos-Vela (1967), les larves 

mesurent entre 333 et 587 µm. Pourtant l’histoire de G. mexicana est encore en cours. En effet, 

il a été proposé récemment de synonimiser G. mexicana et G. bravoae sur la base d’études 

génétiques (Subbotin et al., 2020). G. bravoae est une espèce qui a été décrite en 2000 par 

Franco et al. Isolées à partir d’un champ de Jalomata procumbes en 1998 dans la ville de 

Mexico, ces larves (J2) mesurent entre 442 et 553 µm, leur stylet entre 18.4 et 26.8 µm et leur 

queue entre 45 et 66 µm. G. bravoae fut décrite comme proche du complexe G. tabacum spp, 

différant néanmoins par des points morphologiques précis sur chaque stade de développement 

(Franco et al., 2000). La proposition de synonimisation faite par Subbotin et al. (2020) doit donc 

encore être approuvée par le reste de la communauté scientifique et malheureusement, G. 

bravoae ne faisait pas partie des ressources disponibles dans l’équipe pour ce travail de thèse.  
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Globodera rostochiensis (aussi appelé nématode à kyste doré de la pomme de terre) 

 

G. rostochiensis fut la première espèce du genre à avoir été décrite. En 1923, 

Wollenweber décrit des différences morphologiques entre les nématodes capables de 

parasiter les betteraves sucrières et ceux capables de parasiter les pommes de terre. Il fera 

ainsi la distinction entre Heterodera schachtii et H. rostochiensis. Pourtant, il faudra attendre 

1940, date à laquelle Franklin produira une description plus complète de H. rostochiensis et 

élaborera un protocole de diagnostic capable de permettre sa reconnaissance (Franklin, 1940). 

En 1959, lorsque le sous-genre Globodera est créé, H. rosotochiensis deviendra G. rostochiensis 

(Skarbilovich, 1959). Au regard des conséquences économiques possibles sur des cultures de 

pomme de terre, c’est sans aucun doute l’une des espèces du genre les mieux connues. Il est 

aussi possible aujourd’hui de la distinguer génétiquement et des marqueurs moléculaires ont 

été développés pour l’identifier (Gamel et al., 2017). Ses larves mesurent entre 366 et 502 µm, 

leur stylet entre 19 et 23 µm et leur queue entre 37 et 57 µm. L’espèce est capable de se 

développer sur des pommes de terre (S. tuberosum) mais aussi sur la plupart des solanacées 

incluant les tomates (S. lycopersicum), aubergines (S. melongena) notamment mais pas sur le 

tabac (Nicotina tabacum) ni sur la morelle noir (S. nigrum). Cette espèce est aujourd’hui 

présente dans la plupart des zones où la pomme de terre est cultivée.  

 

Globodera pallida (aussi appelé nématode à kyste pâle de la pomme de terre) 

 

La découverte de G. pallida s’est faite en plusieurs étapes et plusieurs pathotypes de G. 

rostochiensis étaient connus, c’est-à-dire plusieurs « phénotype de virulence » (Sturhan, 1985). 

A la fin des années 1970 il a été observé que, pour un pathotype donné, les femelles fécondées 

demeuraient blanches jusqu’à leur mort, alors que les autres devenaient dorées (Guile, 1966, 

1970). En 1970, des descriptions morphologiques font part de différences de mesures et de 

formes de stylet entre le pathotype correspondant aux femelles blanches et les autres 

pathotypes correspondant aux femelles dorées (Webley, 1970). Il a alors été proposé de 

constituer une nouvelle espèce, H. pallida, différente de l’espèce H. rostochiensis (Jones et al., 
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1970). Par la suite, Trudgill & Carpenter (1971) montreront qu’il est possible de discriminer ces 

deux espèces par électrophorèse de protéines, ce qui conduira rapidement ensuite à la 

reconnaissance de l’espèce G. pallida (Stone, 1973). G. pallida a donc d’abord été confondue 

avec G. rostochiensis pendant plusieurs années avant d’être reconnue comme une espèce 

distincte. Les caractères morphologiques permettant leur identification sont ténus et ils 

restaient, jusqu’à la production d’une caractérisation moléculaire plus complète sur la base du 

polymorphisme de restriction de l’ADN r ou de RAPD (Thièry & Mugniéry, 1996 ; Thiéry et al., 

1997), sources de confusion. Identifiée depuis à de nombreuses reprises, elle ne souffre 

aujourd’hui d’aucune menace de synonymisation. Les larves mesurent entre 463 et 509 µm, 

leur stylet entre 22.8 et 24.8 µm et leur queue entre 48.3 et 53.9 µm. G. pallida est capable de 

s’hybrider avec G. rostochiensis avec des nuances rapportées au sens des croisements 

(Mugniéry et al., 1977). La fertilité et la viabilité des hybrides issus de ces croisements est 

fortement réduite et, dans la plupart des cas nulles, témoignant de la barrière génétique 

existant entre ces deux espèces. Comme indiqué plus haut, les croisements sont possibles avec 

G. mexicana dépendant des populations étudiées. Enfin il a été montré que même si des 

croisements sont possibles entre G. pallida et G. tabacum (Gt. virginiae et Gt. solanacearum) la 

fertilité des hybrides issus de ces croisements est nulle.  

 

Globodera pallida un probable complexe d’espèces 

 

Vers la fin des années 90, début des années 2000, plusieurs études s’intéresseront à la 

diversité des populations sud-américaines et plus particulièrement péruviennes de G. pallida, 

dévoilant des divergences moléculaires inattendues. Il est admis que G. pallida est une espèce 

introduite en Europe en provenance d’Amérique du Sud, néanmoins des différences 

génétiques entre les populations sud-américaines et européennes avaient déjà été évoquées 

(Franco, 1979) et seront confirmées ultérieurement par les premières investigations 

moléculaires réalisées sur quelques populations péruviennes (Block et al., 1997 ; Bendezu et 

al., 1998 ; Grenier et al., 2001). Il sera alors montré que les populations péruviennes possèdent 

une diversité génétique supérieure à celle observée pour les populations européennes 

(Bendezu et al., 1998). Suite à un échantillonnage conséquent effectué au Pérou, la structure 

des populations de G. pallida ainsi que l’aire d’origine de l’espèce G. pallida, où la diversité 



 

 

Figure 1.8. D’après Picard et al. (2007, 2008). Répartition des différents clades génétiques observés chez G. 
pallida au Pérou et relations phylogénétiques.  
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génétique est la plus élevée, ont pu être identifiées. Clairement, le sud du Pérou est la zone de 

diversité maximale des populations de G. pallida, c’est également à partir de cette zone que 

semblent avoir été importées toutes les populations européennes connues à ce jour (Picard et 

al., 2007, 2008 ; Plantard et al., 2008). Suite à un séquençage du gène cytb (Cytochrome B) et 

à un génotypage à l’aide de marqueurs microsatellites, Picard et al. (2007) montreront qu’il est 

possible de distinguer cinq clades au sein des populations péruviennes de G. pallida (Figure 

1.8). L’orogénèse des Andes semble avoir joué un rôle majeur dans la structuration observée 

via la conquête des nouvelles aires, plus au nord, par les solanacées sauvages et leurs parasites 

associés. L’établissement de barrières géographiques auraient par la suite réduit les flux de 

gènes entre populations favorisant possiblement des processus de spéciation (Grenier et al., 

2010 ; Subbotin et al., 2010 ; Lax et al., 2013). Les taux de divergence nucléotidique mesurées 

pour le marqueur cytb entre les cinq clades atteignent près de 12% (Picard et al., 2007) soit 

autant que la divergence rapportée entre les espèces C. elegans et C. briggsae (Stein et al., 

2003). Les analyses génétiques basées sur un séquençage ITS-rDNA, incluant des représentants 

de ces clades ainsi que d’autres populations de G. pallida, notamment des populations 

chiliennes, démontreront la diversité contenue à l’intérieur de l’espèce (Subbotin et al., 2011). 

Les analyses phylogénétiques présentes dans cette étude soutiennent aussi la présence de 

clades très distincts au sein de G. pallida dont les relations phylogénétiques pourraient être de 

l’ordre de l’espèce. L’ensemble de ces arguments pousse à considérer G. pallida comme un 

complexe d’espèce sans qu’il soit possible de les délimiter. 

  

1.3 Questionnement scientifique  

 

Le genre Globodera représente une menace importante pour les cultures de solanacées. 

Comme vu précédemment, il existe de forts soupçons quant à la présence d’espèces cryptiques 

au Pérou, au sein de G. pallida. L’identification de ces espèces cryptiques participerait à la 

meilleure compréhension des relations entre espèces au sein de ce genre et pourrait permettre 

de prévenir les risques associés à l’introduction d’une nouvelle espèce de ce genre en Europe. 

En travaillant sur un large set de populations de G. pallida échantillonnées au Pérou par 

Damien Picard en 2002, nous nous sommes posé les questions principales suivantes :  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.9. Taxonomie intégrative : application et définition des trois volets de la thèse.  

Les trois bras de la flèche distinguent les trois champs disciplinaires abordés dans ces travaux. L’intensité du vert 
représente le niveau de confiance quant à la délimitation d’une nouvelle espèce si les résultats obtenus dans les 
trois champs disciplinaires sont concordants entre eux.  
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- G. pallida est-il un complexe d’espèce ?  

- Quelle diversité génétique, morphologique et biologique est réellement présente au 

sein du berceau d’origine de l’espèce ?    

 

 Pour répondre à ces questions et considérant les avancées actuelles de la taxonomie, 

une approche par taxonomie intégrative a été implémentée. Elle intègre trois approches 

complémentaires (Figure 1.9) : 

(i) L’étude de la variabilité génétique intraspécifique et sa structuration, étudiées par 

une approche de génétique des populations ; 

(ii) La caractérisation morphobiométrique de critères discriminants, déterminés par 

analyse d’image automatisée à partir des résultats de la variabilité génétique ; 

(iii) L’identification des plantes hôtes et non hôtes chez les groupes candidats. 

 

(i) Etude de la variabilité génétique intraspécifique 

 

Afin d’étudier la variabilité génétique au sein de nos populations, nous avons choisi 

d’utiliser des marqueurs microsatellites. Neutres, très polymorphes car évoluant extrêmement, 

rapidement ils permettent en effet de mettre en évidence des différenciations relativement 

récentes à l’échelle de l’histoire du genre Globodera. L’étude s’est focalisée sur les populations 

échantillonnées au sud du Pérou, berceau d’origine de l’espèce. Elle a été couplée à un 

génotypage à partir d’un marqueur non neutre évoluant moins rapidement et correspondant 

à une région intronique d’un gène codant pour une cathepsine L chez ces nématodes.  

 

(ii) Etude de la variabilité morphologique intraspécifique 

 

Les différences morphologiques déjà connues au sein du genre Globodera sont ténues. 

L’expertise nécessaire pour les distinguer est considérable et chronophage. Dans ce contexte 

et afin de comparer les paramètres d’un grand nombre d’individus, nous avons développé un 

outil d’analyse d’images automatisé. Pour cela, nous avons comparé deux méthodes, la 

première était basée sur le deep learning impliquant un réseau de neurones à convolutions, et 
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la deuxième fonctionnait grâce à un algorithme supervisé. Les résultats nous ont encouragés à 

retenir la deuxième méthode qui nous a permis d’identifier des différences morphométriques 

au sein des groupes précédemment délimités par l’analyse génétique.  

(iii)  Etude de la variabilité biologique de gamme d’hôte intraspécifique 

 
Enfin, dans la dernière partie nous avions souhaité initialement explorer deux 

hypothèses. La première est que les espèces potentielles identifiées dans les parties (i) et (ii) 

ont des gammes d’hôtes différentes. La deuxième hypothèse est qu’il existe un isolement 

reproducteur entre ces potentielles espèces. Notre stratégie était de tester cette hypothèse 

par des tests d’attraction sexuelle différentielle, malheureusement la crise sanitaire de la Covid-

19 et le confinement imposé ont interrompu la mise en place de ces expériences. Seule une 

première expérimentation d’étude de la gamme d’hôtes a pu être réalisée post confinement. 

Au cours de cette étude, nous avons comparé le développement (le nombre de kystes produits) 

des groupes associés aux potentielles espèces sur un ensemble de plantes hôtes appartenant 

aux Solanacées. 
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CHAPITRE I. EXPLORATION DE LA DIVERSITE GENETIQUE 
 

Ce chapitre restitue les résultats et interprétations issus des analyses génétiques 

effectuées au cours de ce travail de thèse, résultats qui ont fait l’objet d’une publication dans 

Evolutionary Applications. Un préambule à cette partie, rapportant les principaux marqueurs 

utilisés dans l’investigation du taxon et leurs avantages, est proposé pour expliciter la stratégie 

d’analyse qui a été retenue. Le choix des populations étudiées est également développé.  

 

1.1 Les marqueurs génétiques chez Globodera 

Les avantages qu’impliquent une étude moléculaire sont nombreux. Le premier est 

qu’elle est la principale voie d’entrée vers l’étude des espèces cryptiques (Nega et al., 2014). 

Le second est la possibilité donnée par les techniques de PCR d’étudier des différenciations 

malgré la faible quantité d’ADN que nous pouvons extraire d’un individu voire même d’un pool 

d’individus. De plus les études génétiques ne se soucient pas du stade de cycle de vie auquel 

les spécimens sont étudiés contrairement aux études morphologiques, ce qui dans l’optique 

d’une délimitation spécifique est un réel avantage.  

Les études génétiques commencent toujours par le choix des marqueurs utilisés. En premier 

lieu les marqueurs utilisés doivent être polymorphes. Ils doivent aussi correspondre à des loci 

multiples permettant de ne pas se focaliser sur une région unique du génome. Enfin, 

idéalement ils doivent être neutres afin que l’histoire évolutive révélée corresponde bien à celle 

de l’espèce et non celle d’un gène. Les parties géniques et intergéniques de l’ADN ne sont pas 

soumises aux mêmes contraintes et n’évoluent pas à la même vitesse, les régions géniques 

étant bien plus conservée. En conséquence, le polymorphisme présent dans les régions 

géniques sera souvent bien plus faible que celui des régions intergéniques. En l’absence d’une 

connaissance préalable sur la datation du phénomène de spéciation étudié il sera donc utile de 

travailler avec différents marqueurs présentant des tempos d’évolution différents. Dans ce 

contexte le choix des marqueurs et des techniques utilisés dans cette partie répond à des 

questions différentes et à des échelles de temps différentes.  

Trois types de marqueurs sont principalement utilisés chez les nématodes parasites des 

plantes.  
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Les marqueurs de l’ADN ribosomique et notamment les espaceurs internes transcrits (ou ITS 

en anglais) sont couramment utilisés dans les études phylogénétiques à l’échelle de l’espèce 

chez les NPP. L’ADN ribosomique est une structure opéron formée d’une répétition en tandem 

de plusieurs domaines comme l’ARNr 18S, ITS, l’ARNr 5,8S et l’ARNr 28S. On distingue un ITS1 

et un ITS2 séparés par le gène codant pour la sous-unité 5,8S et encadrés par les gènes des 

sous-unités 28S et 18S. Les domaines transcrits de l'ADN ribosomique (i.e. 5,8S, 18S et 28S) 

présentent un faible taux de polymorphisme entre les espèces et serviront donc de zone 

d’accroche pour les amorces permettant d’amplifier l’ITS. Les ITS ont un taux de mutation 

sensiblement plus élevé sous l'effet d'insertions, de délétions et de mutations ponctuelles, ce 

qui rend inopérante la comparaison de séquences d'ITS entre espèces très éloignées (Dover, 

1982). Les séquences ADN ribosomique correspondent par contre à des séquences dites 

moyennement répétées dans le génome. C’est-à-dire qu’elles existent sous forme de plusieurs 

blocs dans le génome, chaque bloc contenant plusieurs centaines de répétitions de l’opéron. 

Cette répétition importante est à l’origine d’un polymorphisme de séquence également entre 

copies à l’intérieur de chaque individu qui n’est pas sans implication sur l’identification 

moléculaire des espèces. 

Les gènes mitochondriaux ont aussi été largement utilisés notamment deux d’entre eux, celui 

codant pour le cytochrome b et celui codant pour le cytochrome oxydase I (COI). Ces deux 

gènes présentent l’avantage, comme tous les gènes mitochondriaux, d’être issus d’une 

phylogénie maternelle et constitue donc un outil de choix pour retracer l’histoire évolutive des 

espèces. Si ces marqueurs sont largement répandus (Powers, 2004 ; Palomares-Rius et al., 

2017 ; Subbotin et al., 2018 ; Nguyen et al., 2019), ils restent utilisés de manière parcimonieuse 

chez les NPP car il a été montré que le génome mitochondrial chez certaines espèces y compris 

de Globodera était multipartite (Amstrong et al., 2000 ; Gibson et al., 2007) et parfois 

hétéroplasmique (Hoolahan et al., 2012). Ces deux phénomènes particuliers au phylum 

peuvent troubler le message contenu et induire des inférences phylogénétiques incorrectes. 

Néanmoins, si ce n’est pour les études phylogénétiques, ces marqueurs, notamment le COI, 

restent parmi les plus utilisés en tant que barcode et donc pour décrire la diversité spécifique 

(Nega, 2014 ; Ahmed et al., 2016). En effet chez les nématodes, ces marqueurs moléculaires 

possèdent un taux de mutation plus élevé que les ITS et sont donc utiles quant à la distinction 

de différences plus fines (Blouin, 2000 ; Creer et al., 2010). Aujourd’hui pourtant, il n’existe pas 
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d’amorces ubiquistes pour le phylum Nemata (Tarberlet et al., 2012), le gène COI ne représente 

donc pas encore un barcode universel pour les nématodes.  

Les microsatellites correspondent à de courtes séquences d’ADN nucléaire constituées par la 

répétition continue de motifs composés le plus souvent de 1 à 6 nucléotides. Ils sont distribués 

aléatoirement tout au long du génome et sont la plupart du temps neutres. S’ils sont proches 

des régions géniques, ils ne sont plus considérés comme neutres puisque les forces évolutives, 

notamment la sélection, appliqués sur les gènes les entraîne. De par leur universalité dans les 

cellules eucaryotes et leur très grande polymorphie, ils sont très souvent utilisés dans les études 

de génétiques et dynamiques des populations (Ellegren, 2000 ; Selkoe & Toonen, 2006). Ces 

marqueurs présentent un taux de mutation de leurs répétitions extrêmement élevés qui a été 

évalué dans l’ordre animal de 10-4 à 10-3 mutations par locus et par génération (Jarne & Lagoda, 

1996 ; Henke & Henke, 2006 ; Hohoff et al., 2007). Ce taux de mutation fort, leur donne 

l’originalité d’être des marqueurs spécifiques à l’espèce (Solkoe & Toonen, 2006). C’est-à-dire 

que, dans une grande majorité des cas, des marqueurs amplifiés chez une espèce ne le seront 

pas chez une autre. Dans le cadre d’études taxonomiques, cette particularité de non-

amplification peut permettre d’identifier des groupes génétiquement distants. La 

représentation des microsatellites le long de l’ADN varie en fonction des groupes considérés 

(Ellegren, 2004). Par exemple plus de 20 000 loci ont été détectés chez G. pallida et G. 

rosotchiensis (Eves van den Akker et al., 2016) alors que seulement 4880 sont détectés chez M. 

incognita (Castagnone-Sereno et al., 2010), trois espèces appartenant au phylum Nemata.  

 

1.2 Etude de la diversité génétique de G. pallida dans son berceau d’origine 

1.2.1 contexte 

Durant l’année 2002, plus de 350 populations de nématodes à kyste ont été 

échantillonnées dans des champs de pomme de terre au Pérou selon un transect nord-sud 

suivant la cordillère des Andes. Depuis, ces populations ont été multipliées dans le laboratoire 

de nématologie INRAE situé au Rheu et elles ont servi à de nombreux travaux. Elles constituent 

une ressource originale et ont permis d’augmenter significativement les connaissances sur 

l’histoire évolutive de G. pallida au Pérou notamment en termes de phylogénie (Picard et al., 

2006, 2007, 2008, Plantard et al., 2008 ; Grenier et al., 2010), de coévolution avec les 
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solanacées tubéreuses sauvages (Gautier et al., 2020), de caractérisation du mode de 

reproduction (Montarry et al., 2015), de quantification de l’intensité de la dérive génétique6 

(Montarry et al., 2019) ou de virulence7 (Carpentier et al., 2013 ; Grenier et al., 2014). 

Aujourd’hui plus de 260 populations de G. pallida restent disponibles en collection, 

représentant les cinq clades génétiques décrits dans l’aire d’origine de l’espèce (Picard et al., 

2007). Néanmoins, les études menées jusqu’à présent se sont concentrées sur un nombre 

limité de populations (42 au maximum) réparties le long du transect échantillonné (Picard et 

al., 2007, 2008 ; Plantard et al., 2008). L’histoire évolutive de G. pallida montre que cette 

espèce a divergé du sud vers le nord du Pérou au fil des temps géologiques et de l’orogénèse 

des Andes (Grenier et al., 2010). Les taux de divergence entre les clades du sud du Pérou (I, II 

et III) et ceux du nord (IV et V) sont extrêmement forts et suffisamment importants pour 

émettre l’hypothèse que ces clades soient constitués d’espèces différentes. Par ailleurs, le sud 

du Pérou constitue probablement le berceau d’origine de l’espèce, associé à une forte 

diversité : par exemple, de nombreuses solanacées sauvages et populations de G. rostochiensis 

y sont retrouvées. Cette très forte diversité nous pousse à penser que si des espèces 

divergentes de G. pallida doivent encore être découvertes, il est probable qu’elles se situent 

dans cette aire géographique. La question de l’existence d’espèces cryptiques au sein de 

l’espèce G. pallida est donc clairement posée (Madani et al., 2010 ; Subbotin et al., 2011) et 

l’exploitation des populations péruviennes maintenues en collection au laboratoire constitue 

une opportunité pour l’aborder. L’étude présentée ci-après s’est donc concentrée sur les 

populations du sud du Pérou, ou la diversité est maximale et propice à la découverte de 

nouvelles entités via l’exploration exhaustive des populations collectées.  

Les marqueurs microsatellites sont des marqueurs bien maîtrisés au laboratoire et un nouveau 

set y a été récemment développé (Montarry et al., 2015, 2019). Ces marqueurs du 

polymorphisme, utiles pour distinguer des divergences récentes ont donc été retenus pour 

tenter de discriminer des groupes au sein de cette aire géographique. Coupler ce génotypage 

à un marqueur intronique, celui de la Cathepsine L, permet de travailler à deux échelles 

évolutives différentes. En effet le polymorphisme de taille étudié grâce à ce marqueur est situé 

 
6 Dérive génétique : force évolutive impliquant la variation aléatoire des fréquences alléliques dans les populations. 
Sa force est d’autant plus grande que les populations sont de faibles effectifs.  
7 Virulence : intensité du pouvoir pathogène . 
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dans une région codante de l’ADN et donc soumis à des contraintes plus fortes. Ces marqueurs 

doivent donc être moins polymorphes, ce qui minimise les variations intraspécifiques.    
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1.3  Discussion et perspectives 

 
La diversité révélée par cette étude est double. Premièrement, celle mise en évidence par 

les marqueurs microsatellites permet d’identifier six groupes génétiques distincts. 

Deuxièmement, celle exprimée par le marqueur intronique de la cathepsine L révèle trois 

groupes génétiques. Ces résultats suggèrent une suspicion de la présence d’espèces encore 

non décrites dans cette aire géographique. En revanche d’un point de vue taxonomique, ils ne 

nous permettent pas de conclure sur un évènement de spéciation. Dans une approche par 

taxonomie intégrative, ces résultats devront être complémentés par d’autres obtenus par 

analyse morphobiométrique et caractérisation biologique (étude de la gamme d’hôte 

notamment). Par ailleurs, les analyses génétiques conduites dans ce travail ne permettent pas 

la différenciation des populations de « G. pallida type chilien » de celles de type G. mexicana. 

En effet les analyses phylogénétiques intègrent G. mexicana en tant qu’outgroup et place la 

population de G. pallida de type chilien au même échelon. Cependant la longueur du 

polymorphisme associé au marqueur Cathépsine pour G. mexicana est différente de celle de 

« G. pallida type chilien » (Blanchard, 2006). Il semble donc que ce groupe diffère aussi de G. 

mexicana.  

Si les types d’études évoquées jusqu’à présent s’intéressent à une partie restreinte du génome 

il est aujourd’hui possible d’en couvrir une partie plus vaste. Certaines techniques permettent 

même de s’intéresser aux génomes entiers mais celles-ci restent extrêmement coûteuses. 

D’autre permettent d’intégrer des variations distribuées tout au long du génome sans pour 

autant devoir séquencer chaque base qui le compose. C’est notamment ce que propose le 

génotypage par séquençage (Genotyping by sequencing (GBS), en anglais) (Elshire et al., 2011) 

plutôt développé chez les nématodes. Cette méthode permet de recenser et d’observer un 

polymorphisme à l’échelle d’une seule base nucléotidique (single nucleotide polymorphisme 

(SNP)). Ces récentes technologies de séquençage commencent à être utilisée en nématologie 

(e.g. Mimee et al., 2015) notamment pour résoudre des cas complexes de phylogénie 

(Rashidifard et al., 2018). Par exemple Mimee et al. (2015) montrèrent des relations 

phylogénétiques encore peu connues entre les différents pathotypes de G. rostochiensis grâce 

à une approche par GBS. L’avantage de cette technologie est qu’elle permet de traiter 
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beaucoup plus d’informations génétiques (SNPs) en moins de temps que les techniques de 

génotypage classiquement utilisées (Jarquin et al., 2014). Cette prouesse est réalisée grâce à 

l’étiquetage de chaque population à l’aide d’une séquence unique appelée barcode. Ces 

populations peuvent ensuite être mélangées, amplifiées et séquencées ensemble. Des 

pipelines d’analyses sont développés pour ensuite identifier chaque barcode et le réassocier à 

la population adéquate (Elshire et al., 2001 ; Jarquin et al., 2014). Ces pipelines permettent 

aussi de mesurer la qualité des amplifications et séquençages pour s’assurer de la pertinence 

des analyses permettant d’estimer la diversité allélique.   

L’analyse génétique d’un plus grand nombre de populations dans le sud du Pérou a donc permis 

d’identifier des groupes qui semblent très distants de G. pallida. Peut-on alors considérer ces 

groupes et notamment celui identifié comme « G. pallida type chilien » comme une espèce à 

part entière ? Pour répondre à cette interrogation des études morphométriques et écologiques 

ont été menées et les résultats en découlant sont présentés dans les chapitres suivants.   
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Figure 2.1. Principaux caractères morphologiques et morphométriques pris en compte pour la caractérisation des 
espèces au sein du genre Globodera.  Sur le kyste (à gauche) et sur la larve au stade J2 (à droite). Perry & Moens, 
2006 
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CHAPITRE II  EXPLORATION DE LA VARIABILITE MORPHOLOGIQUE  

2.1 Création d’un nouvel outil à l’aide de la taxonomie 

2.1.1 La morphologie en taxonomie chez Globodera. 

 

Afin de poursuivre l’approche de taxonomie intégrative, nous avons mené une étude 

morphologique sur des groupes clairement identifiés comme génétiquement divergents. 

L’approche morphologique est l’approche classiquement utilisée pour identifier des espèces 

chez les nématodes (Cook et Noel, 2002 ; Ahmed et al., 2016 ; Bogale et al., 2020). L’étude de 

la morphologie permet en outre de relier certains traits à des fonctions biologiques (De Oliveira 

et al., 2011). Chez le genre Globodera, l’identification morphologique repose surtout sur des 

caractères identifiés sur les kystes et les larves au stade J2 (Stone, 1983). Les caractères étudiés 

sur ces deux formes du cycle de vie des nématodes à kyste sont nombreux (Figure 2.1). Certains 

traits discriminants entre les espèces du genre sont de l’ordre de l’appréciation qualitative. Une 

expérience certaine est donc nécessaire pour pouvoir identifier de manière sûre les espèces en 

présence (Ahmed et al., 2016 ; Coomans, 2000, 2002). Le nombre de taxonomistes ayant ces 

compétences et l’expérience nécessaires est en déclin et ce particulièrement en nématologie 

(Coomans, 2002).  

L’observation morphologique reste donc la plus utilisée et repose sur l’utilisation de clés 

d’identification. Ces dernières sont le fruit de longues années de travail ayant permis 

d’identifier les caractères discriminants entre espèces. Pourtant ces caractères sont parfois 

chevauchants entre deux ou plusieurs espèces. Des exemples de caractères utilisés chez les 

larves de Globodera parasites des solanacées sont donnés dans le tableau 2.1. Il existe donc 

une zone grise pour laquelle les caractères mesurés ne sont pas suffisants pour discriminer à 

l’échelle de l’espèce. Cette zone grise peut être imputée à plusieurs phénomènes. 

Premièrement, il n’existe pas de critères morphologiques permettant de distinguer les espèces 

entre elles grâce aux outils disponibles. C’est le cas des espèces cryptiques. Deuxièmement les 

processus de spéciation entre ces deux espèces sont en cours ou n’ont pas abouti à une 

distinction morphologique claire. L’intégration d’un grand nombre d’individus peut alors 

permettre de capter cette variation fine entre espèces grâce à des méthodes statistiques 

poussées (Adams, 2004). La recherche de nouveaux critères morphologiques peut aussi se 

révéler utile. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 2.1. Caractéristiques morphométriques observées sur les larves (stade J2) de cinq espèces de Globodera. D’après 
Subbotin et al. (2010) et Handoo et al. (2012). 
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Il est donc difficile pour un œil non expert d’identifier une espèce avec un grand niveau de 

confiance seulement à partir de l’observation morphologique. De nouveaux outils sont 

aujourd’hui disponibles. Ils permettent de prendre en compte un nombre important d’individus 

et de mesurer automatiquement des métriques à partir d’images. On peut classer ces outils 

informatiques d’analyses d’images en deux approches. Le machine learning et les méthodes 

plus généralistes de visions numériques. 

 

2.1.2 Outils d’analyses automatiques des images 

 

Le machine learning tire son nom du fait que ces méthodes ont pour but d’apprendre à 

des algorithmes à effectuer des tâches. Quand ces tâches sont d’un niveau jugé 

sémantiquement complexe on parle alors de deep learning Les taches proposées peuvent être 

de toutes sortes, identifier des objets dans des images, transcrire des paroles en texte, 

sélectionner des résultats pertinents à renvoyer par les moteurs de recherche (e.g. google), ect. 

Tous ces algorithmes reposent approximativement sur le même mode de fonctionnement. Ils 

sont composés de modules de calculs qui accomplissent des fonctions mathématiques simples. 

Ces petites boites de calculs sont organisées en couches successives qui se transmettent les 

informations nécessaires aux traitements des tâches. Dans le cas du Deep Learning, l’ensemble 

de ces ‘boîtes’ forment un réseau de neurones artificiels. Les premières couches vont traiter 

les données brutes, et les dernières les données traitées par les couches précédentes. Par 

exemple, dans le cadre d’une classification à partir d’une image, les premières couches vont 

identifier les caractéristiques de l’image qui séparent bien les objets d’intérêt du fond 

(background) de l’image. Elles transmettront ensuite les caractéristiques construites par 

apprentissage aux couches suivantes. L’aspect clef du deep learning est que les fonctionnalités 

de ces couches ne sont pas conçues par des opérateurs humains mais résultent bien d’une 

procédure d’apprentissage des caractéristiques générales (LeCun et al., 2015). Une des formes 

les plus courantes de machine learning, et donc de deep learning, est l’apprentissage supervisé. 

Celui-ci admet des données d’entrée étiquetées. Par exemple dans le cas où l’on voudrait 

classifier des images, les données d’entrées seront des images accompagnées pour chacune 
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d’une métadonnée indiquant sa classe. Ce premier jeu de données constitue ce que l’on appelle 

le jeu d’apprentissage. Les algorithmes de deep learning vont alors construire à partir des 

images, des caractéristiques qui maximisent la chance de bien classer chaque image. Leur but 

est donc d’apprendre à associer des caractéristiques issues de l’image à une classe donnée. 

Ensuite, il est possible de soumettre des données nouvelles à ces algorithmes afin d’effectuer 

la tâche qu’ils ont appris. Ces méthodes de traitements d’images ont déjà été utilisées en 

nématologie, notamment pour C. elegans dans le but de reconnaitre et compter ses œufs 

(Akintayo et al., 2018) ou bien afin de reconnaitre ses morphotypes (Hakim et al., 2018). Ces 

méthodes d’apprentissage nécessitent toutefois des jeux de données très conséquents, ce qui 

constitue leur principale limite. Elles sont généralement utilisées pour résoudre des problèmes 

complexes pour lesquels l’opérateur humain ne parvient pas à trouver de solution simple. Ce 

sont alors des algorithmes qui prennent le relais, sorte de boîtes noires qui fonctionnent sans 

a priori et sans que l’on sache vraiment quels critères sont utilisés 

Les méthodes de vision numérique sont plus générales. Elles permettent de traiter tous les 

signaux visuels, images ou vidéos. Les méthodes de visons numériques sont un ensemble de 

fonctions mathématiques qui acceptent des signaux visuels (Gonzalez & Woods, 2004). Les 

fonctions mathématiques appliquées aux images sont choisies par un opérateur humain qui 

cherche alors à refléter le travail intellectuel par une succession de tâches sur les images (i.e. 

construction d’algorithme(s)). La vision numérique demande donc un a priori permettant de 

pouvoir choisir les caractéristiques pertinentes pour la représentation et la résolution du 

problème posé. Par exemple, si l’objectif est de reconnaitre un mur de briques d’une plage de 

galets sur une image, l’opérateur humain peut choisir des fonctions mathématiques qui 

décrivent les textures (Haralick, 1973) car il sait que ces caractéristiques permettent de les 

distinguer.  

Pour pouvoir étudier la morphologie d’entités génétiquement distinctes et pour inclure un 

nombre important d’individus dans cette étude il a été décidé de créer au préalable, un outil 

capable d’identifier automatiquement à partir d’une image des métriques discriminantes à 

l’échelle de l’espèce au sein du genre Globodera. Les métriques usuelles évoquées dans ce 

chapitre qui permettent de distinguer les espèces au sein de ce genre nécessitent la plupart du 

temps une image en trois dimensions. Effectivement les individus observés sont en volumes ; 

ceci ne pose pas de problèmes particuliers dans le cas d’une observation classique, puisqu’il 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.2. Exemple de difficultés rencontrées en imagerie 
morphométrique. A. Queue de G. pallida imageant les problèmes 
de mise au point. Les deux traits indiqués, l’annus et l’extrémité de 
la queue, sont pris en compte pour mesurer la taille de la queue. 
Sur cette image l’extrémité est floue et donc impossible à 
distinguer par traitement informatique. B. Tête de G. pallida avec 
un agrandissement sur la partie antérieur. L’extrémité du stylet est 
pointée par la flèche rouge, pratiquement indiscernable par 
traitement informatique. 
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suffit de faire varier la mise au point afin d’identifier les différents traits morphologiques. En 

revanche lorsqu’il s’agit d’une étude d’analyse d’images, il peut être difficile d’obtenir un 

caractère complet sur une seule image (les images traitées sont des images à deux dimensions). 

Le choix des métriques associées à l’étude doit donc prendre en compte le fait que ces images 

seront traitées informatiquement. Par exemple la longueur du stylet, qui est une métrique 

extrêmement utile pour différencier G. pallida et G. rostochiensis ne peut pas être utilisée telle 

quelle car l’extrémité du stylet se situe dans la partie chitineuse de la tête des larves et est 

particulièrement difficile à distinguer, même pour un expert (Figure 2.2). Le choix des 

métriques dans cette étude s’est donc porté sur la largeur des boutons basaux et la longueur 

qui distancie les boutons basaux de l’extrémité de la tête. En ce qui concerne le traitement 

informatique, deux voies ont été explorées : une approche de deep learning et une approche 

par vision numérique. Les données extraites par ces deux intermédiaires sont comparées aux 

données issues des mesures réalisées par un expérimentateur sur les mêmes images. Enfin 

pour cette étude nous avons choisi de nous concentrer, dans un premier temps, sur la création 

d’un outil capable de distinguer deux espèces connues, G. rostochiensis et G. pallida. Si cet outil 

est jugé efficace, son utilisation pourra par la suite être étendue à l’étude des entités 

génétiques identifiées dans le premier volet de ce travail de thèse. Cette démarche est décrite 

dans l’article soumis et accepté dans la revue Computers and Electronics in Agriculture ci-

dessous. 

Ce travail a été initié grâce à un stage de Master 2, réalisé par Héloïse Villessèche, dont j’ai eu 

le plaisir de partager l’encadrement. Le résumé du rapport de stage est fourni en Annexe 1. Les 

voies explorées pendant ce stage n’ont pas été retenues par manque d’efficacité mais nous ont 

permis de réorienter la création d’outils automatisés vers des approches plus efficientes. Les 

données acquises pendant ce stage ont été réutilisées pour les travaux présentés ci-dessous.  
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2.1.3 Une nouvelle méthode d’imagerie automatisée chez Globodera 

 

Image based species identification of Globodera quarantine nematodes using computer vision 

and deep learning 
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Abstract 

Identification of plant parasitic nematode species is usually achieved following 

morphobiometric analysis, which requires a certain level of expertise and remains time 

consuming. Moreover, molecular and morphological discrimination of a number of emergent 

or cryptic species is sometimes difficult. Finding a way to achieve morphological 

characterisation quickly and accurately would greatly advance nematology science. Here, we 

developed a complete method in order to identify the two quarantine nematode species 

Globodera pallida and Globodera rostochiensis. First, we chose discriminative metrics on the 

stylet of nematodes that are able to be used by algorithms in order to build an automated 

process. Second, we used a custom computer vision algorithm (CCVA) and a convolutional 

neural network (CNN) to measure our metrics of interest. Third, we compared the CCVA and 

CNN predictions and their discriminative power to distinguish closely related species. Results 

show accurate identification of G. pallida and G. rostochiensis with the two methods, despite 

small-scale divergence (one to five µm depending on the metric used). However, the error rate 

is higher for Globodera mexicana, suggesting that the algorithms are too specific. Nonetheless, 

these methods represent a promising novel approach to automated morphological 

identification of nematodes and Globodera species in particular. 

Keywords: Automation; Landmarks; Machine learning; Morphometrics; Potato cyst 

nematode; Nematode taxonomy 
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Introduction 

 

Plant parasitic nematodes (PPNs) are important pests because of their feeding habits and the 

role they play in spreading viruses and disease. Over 4 100 species of plant‐parasitic nematodes 

have been described to date (Decraemer and Hunt, 2006), and several represent a serious 

constraint for delivery of global food security (Nicol et al., 2011). The worldwide economic 

burden of PPNs has increased annually over the last period and reached 358 billion USD in 2013 

(Abd- Elgawad and Askary, 2015; Bernard et al., 2017). Consequently, some PPN species are 

regulated at the European (Council directive 2016/2031/EC, 2016) and/or international levels. 

Implementing these specific regulations requires epidemiological monitoring in order to apply 

the possibly associated mandatory management measures. This epidemiosurveillance requires 

identification of the species involved. 

Cyst nematodes (Heterodera and Globodera spp.) ranked second in the ‘top 10′ list of plant 

parasitic nematodes (Jones et al., 2013), and potato cyst nematodes (PCNs) were clearly 

highlighted as one of the most damaging groups of species in these genera in the same study. 

PCNs are believed to have originated in the Andean region of Peru and Bolivia (Grenier et al., 

2010). Today, PCNs occur on all continents, in the temperate, tropical or southern tropical 

zones, both at sea level and at higher altitudes corresponding to the Andes montains. All PCN 

species belong to the Globodera genus. At this time, at least five Globodera species parasitizing 

Solanaceae have been identified (Subbotin et al., 2020). All these species are able to develop 

on tomato, but potato is not a host for two of them (G. tabacum and 

G. mexicana). Among the remaining three are the well-known G. pallida and G. rostochiensis 

quarantine species. Globodera rostochiensis is currently reported in 75 countries (EPPO 2020-

06-15). Globodera rostochiensis seems to have originated in Bolivia, where the highest genetic 

diversity was observed (Boucher et al., 2013; Subbotin et al., 2020). Globodera pallida, also 

known as the pale potato cyst nematode, is found in 53 countries (EPPO 2020-06-15), mostly 

in temperate regions. Following a phylogeographic study carried out on G. pallida populations 

sampled along the Andean Cordillera in Peru, it was shown that the South of Peru seems to be 

the origin of this species, and that all the populations found in Europe originated from a very 

limited geographical area in South Peru (Plantard et al., 2008). 
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Following isolation of the nematodes after an extraction process, their identification to the 

genus and species level is usually achieved by nematologists using morphobiometric 

techniques. Species identification by genome sequencing or molecular testing is possible but 

not always available, especially for new quarantine species or emergent nematodes. In the case 

of G. pallida and G. rostochiensis, several molecular tests exist for their identification but 

morphobiometric techniques are often associated or can also be implemented alone. 

Furthermore, as skills in nematology are less common than those used in more widely known 

disciplines, such as bacteriology, mycology, virology and entomology, morphobiometric 

characterisation in nematology can become critical. In fact, discrimination between species by 

measurement of morphological criteria through quantitative and qualitative aspects requires a 

particular level of expertise and remains time consuming and repetitive for nematologists. The 

morphological identification of PCNs is based on observations and measurements taken on the 

cyst form stage and/or on second-stage juveniles. Some of the most useful criteria concerning 

cysts are: Granek’s ratio (ratio between the distance from the nearest edge of vulval basin to 

anus and the diameter of vulval basin), the distance between the vulva and anus, or the number 

of ridges between the vulva and anus. On second-stage juveniles, corresponding to the infective 

stage that will hatch from the cysts, the most useful criteria are: the body length, the distance 

from the tail to the excretory pore, the length of the hyaline part of the tail, the length of the 

stylet, and the shape of the stylet basal knobs (Perry et al., 2018). 

The so-called 'traditional morphometrics” uses sets of measurements of the size or length of 

anatomical parts. It can also concern the proportions and relative positions of these parts, i.e. 

the analysis of the shape. In morphometrics, shape is defined as what remains invariant to 

rotation, translation and homothety (Kendall, 1989), which are usually represented by sets of 

landmarks that can be located precisely on all forms, and establish a clear one-to-one 

correspondence between all specimens included in a study. A morphometric study may even 

combine shapes with other complex features, like quantitative descriptors of the colour or 

texture of an anatomical part. However, independently from measurement complexity, the first 

step in any morphometric study is digital imaging of the biological specimens with controlled 

illumination and contrasting background. As such, modern morphometrics can be thought of 

as a features detection approach using robust digital image processing (Gonzalez et al., 2004). 

Historically, there have been numerous image processing algorithms to measure human 
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morphology that have been used for a particular purpose such as face detection (Viola and 

Jones, 2001), or biometrics for security (Cintas et al., 2016) and medical purposes ( Dai et al., 

2019). The usual course of events is that methods are then adapted to other species, leading 

for example to a series of applications of advanced image processing for morphometrics in 

entomology (Akintayo et al., 2018; Palaniswamy et al., 2010; Porto and Voje, 2020; Vandaele 

et al., 2018). The use of computer vision has many advantages: (i) it usually comes with a formal 

quantification of measurement errors, (ii) it enables better control over repeatability for 

instance over time, and (iii) it transforms the effort of training staff into that of deploying 

specialised 

software on computing resources. Yet we will still need experts, at least for building training 

sets. However, automating species identification with computer based approaches can ease 

identification for non-experts. An interesting fact about automatic morphometric 

measurement is that it is a proxy for many different scientific questions. While image-based 

insect classification within or among species is quite popular (Martineau et al., 2017), it serves 

only one purpose. Automatic generation of landmarks or measurements, on the other hand, 

can help in a variety of questions including regressions on (environmental) covariates, studies 

of shape-covariations, evaluation of phylogenetic signals and, of course, classification. 

Deep learning methods were recently found to achieve good results to automatically extract 

features from images. Over the past ten years, in most image-processing applications, the use 

of neural networks has been tested and the results have been compared to those obtained 

with classical algorithms. Although neural networks require huge amounts of data and large 

computing resources to be efficient, one of their advantages is that case-specific pre-processing 

operations, such as segmentation, are not required. They have exhibited good results in image 

recognition-classification (Krizhevsky et al., 2012), language recognition (Mikolov et al., 2011), 

and face detection (Li et al., 2015). Concerning landmark identification, we can cite a few 

examples of applications on human faces: Cintas et al. (2016) have defined a network to predict 

landmarks on human ears, Zhang et al. (2018) to discover landmarks on the face, and Le et al. 

(2020) for landmarks on beneficial insects. A review of facial landmark detection can also be 

found in Wu and Ji (2019). 

In this context, it would be useful to develop an automated morphometric analysis tool, based 

on classical computer vision or deep learning, in order to identify the two quarantine nematode 



Population Population 
code Species Origin Number of 

individuals Data set 

Dunkerque Dunk G. rostochiensis France 30 Training set 

Lindley Lind G. pallida UK 30 Training set 

Nimes Nimes G. rostochiensis France 30 Training set 

P260 P260 G. pallida Peru 30 Training set 

P273 P273 G. rostochiensis Peru 30 Training set 

P282 P282 G. rostochiensis Peru 30 Training set 

P285 P285 G. pallida Peru 30 Training set 

P308 P308 G. pallida Peru 30 Training set 

P312 P312 G. rostochiensis Peru 30 Training set 

Rookmaker Rook G. pallida Europe 30 Training set 

Chavornay Chav G. pallida Switzerland 30 Test set 

Ecosse Ecos G. rostochiensis Scotland 30 Test set 

Tlaxcala TXL G. mexicana Mexico 30 Species test set 

Santa Ana Stan G. mexicana Mexico 30 Species test set 

 

 

  

Table 1: Name, geographic origin and characteristics of all populations 
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species, G. pallida and G. rostochiensis, as a model for further development to Globodera 

species identification. First, we chose metrics that can be used by algorithms with the aim of 

developing an automated process. We checked whether these metrics are useful to distinguish 

G. rostochiensis from G. pallida. In a second step, in order to automatically measure our metrics 

of interest, we used and compared a custom computer vision algorithm (CCVA) and a 

convolutional neural network (CNN), based on previous work on morphometrics for carabids 

(Le et al., 2020). 

 

Materials and methods 

Biological material and image acquisition 

Fourteen populations from Peru, Europe and Mexico were studied and are listed in Table 1. All 

are from the IGEPP/INRAE laboratory collection and were multiplied on the potato cultivar 

“Désirée.” For each population, 30 individuals (J2 stage) were randomly chosen and each 

individual was processed between slide and slip cover. Slides were exposed using a Firlabo hot 

plate to a temperature of 45 °C for few seconds to kill the J2 suddenly and have the J2 in a 

similar elongated shape to help standardise image acquisition. Individuals were photographed 

using a Sony XCD-U100CR camera (6.3 zoom) fitted to a Wild Leitz model DIAPLAN microscope. 

We took one image for each individual’s head with 40X zoom. For all images, a pixel 

corresponds to a square of 0.18 µm per side. The total image set was subsequently divided into 

a training set (composed of 300 images corresponding to four populations of G. rostochiensis 

and six populations of G. pallida), a test set (composed of 60 images corresponding to one 

population of 

G. rostochiensis and one population of G. pallida), and a species test set (composed of two 

populations of G. mexicana) (Table 1). The test set was used to test the predictive power of the 

image processing algorithms (images from these populations were not used during the 

algorithm training step), while the species test set was used to test the predictive power of the 

algorithms on images of a different but closely related species that never seen by any parts of 

our process 

 Manual landmarks and observed metrics 

Landmarks were placed thanks to Fiji software (Schindelin et al., 2012) and the Landmarks 

package (Longair and Jefferis, 2006). Metrics used for this study were chosen to make image 



 

  

Figure 1. Illustration of the two new metrics developed for this study. In orange, the length between 
the base of basal knobs and the head (BKTH). In green, the width of basal knobs (BKW).  
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processing easier because they are metrics on objects easy to spot on the image’s scene. In 

short, two metrics were tested in this study, the “basal knobs width” (BKW) and the “basal 

knobs to head length” (BKTH) (Fig. 1). BKTH is a measure similar to the stylet length but which 

will consider the distance from the basal knobs to the head instead of to the stylet tip. We 

hypothesised that relaxation of the muscle appending the stylet when killing the J2 would be 

homogeneous across individuals, thus allowing us to standardise J2 measurements. Landmarks 

to extract BKW and BKTH metrics were set by hand in all the images corresponding to the 

training set. BKW is a rarely used metric. It was referenced in the European and Mediterranean 

Plant Protection Organisation (EPPO) bulletin (2017) and by Subbotin et al. (2011), but this 

metric is absent in most J2 identification keys. This is also true for BKTH which was referenced 

by Ponce (1977) but is absent in all nowadays J2 identification keys. 

 Automatic extraction of morphological metrics 

All processes used in this study are summarised in Fig. 2. In order to measure our metric of 

interest, we used two different types of algorithms: one was a CCVA based on well-known steps 

(Gonzalez et al., 2004), and the other was a deep neural network based on previous work on 

morphometrics for carabids (Le et al., 2020) using a CNN. 

For the CCVA, we first isolated each individual’s head from the image background using a simple 

combination of contour detection and mathematical morphology (Gonzalez et al., 2004). We 

then detected the best ellipsoidal approximation to the basal knobs by using an elliptical Hough 

transform on the head’s inner contour (Xie and Ji, 2002). This enabled us to compute BKW as 

the radius of the major axis of this ellipse. So, for BKW we expected a prediction twice lower 

than the observed metrics. To compute BKTH, we searched for the extremum of the head’s 

outer contour 

relative to its orientation (i.e. the tip of the curved head). We then computed BKTH as the 

Euclidean distance between the centre of the BKW detected ellipse and the detected head tip. 

The most important hyperparameters for BKTH are the sigma of Canny in the first detection of 

contour, the morphology square used for dilated and eroded images with the aim of cleaning 

the background, and the minimum and maximum size of the desired ellipse. We fixed the ellipse 

size thanks to knowledge of morphometry on the two-target species and all other 

hyperparameters using a sparse grid search. 
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For the CNN computation, we used an EB-Net architecture based on the concept of elementary 

block (EB) (Le et al., 2020). An EB (see Appendix FigA1) contains a convolution layer to extract 

features from the input images, a max pooling operation to reduce the number of parameters, 

and a drop-out layer to prevent overfitting in the training process (Srivastava et al., 2014). The 

EB-Net configuration used for our purposes contained three EBs. The sequences of the EBs 

ended with three full connected layers to output eight values, corresponding to the coordinates 

of the four landmarks used on the head. To define a CNN, several hyperparameters must be 

set as the number of epochs or the learning rate; for this application, we set the number of 

epochs to 5 000 and the learning rate 

0.03 to 0.0001. hyperparameters has been set after several experiments on another biological 

model (Le et al., 2020). The root mean square error (RMSE) was used as the loss function 

because the output values are quantitative. To process a CNN, the size of the “training set” 

must be enlarged. This was obtained by extraction of colour channels to create new images as 

described in Le et al. (2020). The final number of images considered was 14 490 for training 

and validation (with a ratio of 80% for training and 20% for validation). A total of 30 initial 

images were kept for the testing step; these images were not yet seen by the network before 

this step. Implementation of the network used the Lasagne framework (Dieleman et al., 2015) 

and can be found at https://github.com/linhlevandlu/EBNet_nematodes. We trained the 

network from scratch using K-fold cross-validation, i.e. training on 9 out of 10 of the populations 

and predictions on the individuals of the remaining population. Hence, each population was 

predicted at only one timepoint (not trained upon) and we used these predictions to extract 

BKW and BKTH as Euclidean distances between the corresponding predicted landmarks. For 

populations without manual landmarks (Ecosse, Chavornay, Tlaxcala and Santa Anna), we 

trained a network on all the populations of the training set, and then predicted based on these 

four landmarks. 

 Statistical classification of individuals and populations into species 

We used a binomial regression, as a generalised linear model (Nelder and Wedderburn, 1972), 

to predict the species of each individual based on the BKW and BKTH measurements. We 

defined the population with manual landmarks as a training set, and the populations without 

as a test set (de Vienne et al., 2013). In order to assess the predictive power of our regressions, 

we used leave-one-out cross-validation on the training set (de Vienne et al., 2013), and 
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prediction on the test set. We predicted the assignment of each individual to one species or 

the other. Measuring the predictive power of our regression using accuracy (the ratio between 

the number of correct prediction and the number of individuals in the population) and kappa 

index. The kappa index coefficients used to measure the degree of agreement among raters (in 

our case human versus algorithms), taking into count the possibility of said agreement 

occurring by chance (Cohen, 1960). For the assignment of a population to a species, we used a 

majority vote, i.e. the population belongs to the species of most of its individuals. 

 

Results 

 Predicted versus observed metrics 

First, we observed that G. pallida and G. rostochiensis were significantly differentiated using 

the observed measurements based on the manual landmarks (Fig. 3 A, B): G. pallida had longer 

BKW and BKTH than G. rostochiensis, as expected. From the 300 images constituting the 

training set, the CNN extracted measurements from all images and the CCVA from 81% of them. 

Most of the remaining 19% is due to slightly blurry images. Measurements from the CCVA, CNN 

and manual landmarks were compared by simple mean comparison (T. test, Fig. 3 A, B). For 

both metrics, there were no significant differences between measurements predicted by the 

CNN and the observed measurements based on the manual landmarks (Fig. 3 A, B). However, 

the situation appeared to be different regarding the CCVA predicted metrics. For BKW, 

measurements predicted by the CCVA were significantly smaller than the manual landmarks, 

but this is clearly linked to the fact that BKW metrics for the CCVA correspond to only the radius 

of the ellipse. Nonetheless, the two species are still distinguishable (Fig. 3A). For BKTH, 

measurements predicted by 

the CCVA were also found to be smaller and we hypothesised that this was due to the 

approximation of the basal knobs position using the centroid of the predicted ellipse, and not 

the bottom of the ellipse. Nonetheless, a difference between G. pallida and G. rostochiensis 

was still observed, and was consistent with the observed metrics. Correlations between 

predicted and observed measurements were high for all metrics and algorithms, except the 

prediction of BKTH by CCVA (R2 = 0.28). In most cases, segregation between G. pallida and G. 

rostochiensis was clear, although for some individuals, G. pallida always had higher 

measurements and prediction than G. rostochiensis (Fig. 3 C, D, E, F). Nonetheless, there is still 
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an overlap between the two species for the metrics studied: extreme cases are clear, but mean 

cases are more confusing. Therefore, there is a need for classifier tools in order to identificate 

species. 

Time needed to process the CNN was about seven hours for the learning step and 30 min to 

extract measurements on the whole training set. Time needed by CCVA was about 35 min to 

extract measurements on the whole training set, but building the CCVA took several weeks. 

Compared to the respective 30 and 35 min needed by the CCVA and the CNN, landmarking on 

the same set of images required at least four hours. 

 Classification using the training set 

At the individual scale, the classifier running with observed metrics showed an accuracy of 0.96 

and a Kappa index of 

0.91 (Table 2). Comparatively, the classifier running with the predicted CNN and CCVA metrics 

showed an accuracy of 0.83 and 0.85, respectively and a kappa index of 0.65 and 0.74, 

respectively. All populations were not predicted with the same accuracy. For example, 

population P273/2016 is the most poorly predicted population with a 17% error rate using the 

observed landmark, 32% using the CCVA predicted metrics, and 24% using the CNN predicted 

metrics. Nonetheless, the rank among population predictions is conserved throughout the 

entire set, as populations that showed a high error rate using the observed landmarks also 

showed a high error rate using the CNN and CCVA predicted metrics. The sole exception was 

population Dunkerque which showed a perfect prediction score using the observed landmarks, 

but lower accuracy using the CNN predicted metrics (23% error rate) or the CCVA predicted 

metrics (24% error rate). Nonetheless, at the population scale, with a decision rule of the 

majority of individuals predicted in a class, we have perfect accuracy with no errors, regardless 

of the data set or the algorithms (CNN or CCVA) used (Table 2). 

 

 Classification using the test set 

Prediction on the test set showed contrasting results (Table 2). Using metrics predicted by 

CCVA, prediction scores (accuracy of 0.83 and kappa index of 0.71) were similar to the 

prediction scores observed using the training set. Prediction scores from CNN metric extraction 

(accuracy of 0.71 and kappa index of 0.43) were significantly lower than those obtained using 
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the training set. This is mainly due to the incorrect prediction observed for population Ecosse, 

which was predicted as G. pallida, while it was in fact G. rostochiensis. This is the only false 

prediction between G. pallida and G. rostochiensis observed on the whole image set. 

 Classification using the species test set 

There were few differences between the three species that we worked on for the two metrics 

studied when measurements were done with manual landmarks (Fig. 4 A). Globodera mexicana 

showed significantly larger BKW than G. pallida, but we observed no significant difference 

between these two species for the BKTH metric. Importantly, the observed mean difference 

between G. mexicana and G. pallida was only 2.5 pixel (0.45 µm) for BKW. BKW was statistically 

different between the three species studied (Fig. 4 A). For the two metrics studied, G. 

rostochiensis had the lower measurements. 

The prediction by CNN (Fig. 4 B) gave the same result for BKTH (measurements for G. pallida 

and G. mexicana were not significantly different and measurements for G. rostochiensis were 

significantly different from the other two species), but the significant difference previously 

observed between G. mexicana and G. pallida for BKW was not observed using CNN predictions. 

For both metrics, CNN predicted measurements that were statistically similar for G. mexicana 

and G. pallida, and significantly lower measurements for G. rostochiensis. With CCVA, 

measurements were extracted for 75% of the individuals. Surprisingly, predictions by CCVA (Fig. 

4 C) yielded a significantly smaller BKW for G. mexicana than for G. pallida, and a similar BKW 

for G. mexicana and G. rostochiensis. For BKTH, prediction by CCVA was similar to observed 

metrics and CNN predictions, meaning similar prediction for G. pallida and G. mexicana, and 

lower prediction for G. rostochiensis. Including G. mexicana in our dataset showed that the 

predictions could yield a different ranking depending on the metric and method used. In fact, 

even though BKTH was always measured or predicted with the same ranking between species 

(Fig. 4, second line), BKW was measured differently, predicted by CNN and predicted by CCVA 

(Fig. 4, first line). 

The following results indicate the mean ± SD (standard deviation) for both metrics and species 

studied. For BKTH, the observed range of variation (G. mexicana: mean = 27.86 µm ± 0.94; G. 

rostochiensis: mean = 24.49 µm ± 1.02; G. pallida: mean = 26.49 µm ± 0.83) was similar to the 

range of variation predicted by CNN (G. mexicana: mean = 25.77 µm ± 0.85; G. rostochiensis: 

mean = 24.84 µm ± 0.75; G. pallida: mean = 26.08 µm ± 0.73). These values are smaller than 
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the range of variation predicted by CCVA (G. mexicana: mean = 24.71 µm ± 2.15; G. 

rostochiensis: mean = 23.04 µm ± 2.13; G. pallida: mean = 25.07 ± 1.59). The means were 

always lower in the predictions by CCVA due to the approximation of the ellipse centre, used 

as a proxy in the CCVA for the bottom of the basal knobs. 

For BKW, the observed range of variation  (G. mexicana: mean = 5.00   µm   ± 0.38;   G.   

rostochiensis: mean = 3.94 µm ± 0.31; G. pallida: mean = 4.74 µm ± 0.31) was similar to the 

range of variation predicted by CNN (G. mexicana: mean   =   4.42   µm   ± 0.25;   G.   

rostochiensis:   mean   =   4.10   µm   ± 0.27;   G.   pallida: mean = 4.51 µm ± 0.25) and by CCVA   

(G. mexicana: mean   =   2.44   µm ± 0.25;   G.   rostochiensis: mean = 2.21 µm ± 0.27; G. pallida: 

mean = 2.89 µm ± 0.33). BKW means for CCVA predictions were always lower due to our 

prediction of the ellipse radius (and not the ellipse diameter) for the basal knob width. 

However, it must be highlighted that BKW estimated by CCVA was overestimated for G. pallida, 

as it was more than half of the measurements done with manual landmarks. It is probable that 

this overestimation observed solely for G. pallida was the reason why BKW estimated by CCVA 

allowed the distinction between G. pallida and G. mexicana. 

The species test set contains 60 images and CCVA extract measurement for 45 images. the 

classifier using CCVA prediction showed an accuracy of 91% for the species test set. Using the 

measurements based on landmarking and the CNN predicted metrics, the classifier showed 

accuracy of 0.85 and 0.5, respectively. 

 

Discussion and conclusions 

 Usefulness of the metrics for Globodera taxonomy 

We described here a complete framework, from image acquisition to species identification. 

There have been very few attempts to develop automated measurement in nematology. Stylet 

detection has already been explored (de la Blanca et al., 1992), but results were not sufficiently 

convincing, mostly due to image quality and difficulties related to background extraction. 

Another project attempted to approach species identification using a similarity coefficient ( 

Fortuner and Ahmadi, 1986; Fortuner and Wong, 1983). To our knowledge, a complete process, 

such as the one described here, has never been explored in nematology. Moreover, several 

improvements to the process proposed in this study could be put forward, especially the 

possibility of guidelines in image acquisition and pre-treatment. Of note, all images that we 
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processed were oriented in the same direction due to manual re-orientation before image 

processing. To decrease the time needed for image acquisition, the option of taking more than 

one larva on images should be explored. 

According to EPPO recommandations, distinction between G. pallida and G. rostochiensis needs 

at least three criteria, Granek's ration (calculated on the cyst), the stylet length and a criterion 

on basal knob shape. One of the two metrics used in this study, BKW, is a poorly used metric, 

and BKTH uses in its construction the stylet length metric, commonly used in Globodera 

taxonomy. Stylet length variation is known to range between 19 µm and 23 µm for G. 

rostochiensis, and 22.5 µm and 25 µm for G. pallida (Perry et al., 2018). Even though the mean 

of our measurements was always higher, the range observed for BKTH was at the same scale, 

meaning that BKTH variation is due to length stylet variation. Also, this similar range of variation 

compared to stylet length metrics published in the literature (Perry et al., 2018) allowed us to 

validate our standardisation process of image acquisition assuming that the stylet “rest” 

position is similar across all individuals. The variation observed for BKW between G. pallida and 

G. rostochiensis was about 0.67 µm, while within each species the variation range remained 

less than 0.5 µm. Both the BKW and BKTH metrics appear to be relevant in terms of species 

identification and could, in time, be incorporated into a revised species identification key. 

Moreover, the automatisation of process delete the “observer effect” that could bias measure. 

Thus, the automatization gave more reproducibility in measurements. 

Globodera pallida has more rounded knobs and G. rostochiensis more flattened ones. The basal 

knob shape criterion requires some expertise in nematology to be accurately defined and could 

be subjective. The BKW metric could make it possible to avoid this subjective and difficult 

criterion. Moreover, it shows very good discriminative power between 

G. pallida and G. rostochiensis. Surprisingly, CCVA overestimates this metric for G. pallida and 

we could hypothesise that this is linked to the knob form. Importantly, basal knobs are a 3D 

structure and when images were taken, we reduced them to a 2D image. Thus, the shapes of 

basal knobs, on 2D images are more or less rounded depending on the species observed. As a 

consequence, the ellipse estimated by CCVA will fit differently on the real shape of basal knobs 

and induce a bias compared to reality. Nonetheless, it was surprising that this bias was observed 

only for G. pallida and not for G. mexicana, which is also described as a species displaying 

prominent rounded knobs. 
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Results from the species test set show us that the process could be extended to other species, 

with an adaptation of the metrics studied. Only the BKTH metric is well predicted by CNN and 

CCVA. The poor prediction for the BKW metric supports the fact that knowledge of taxonomy, 

systematics and morphology is still essential for species discrimination. Automation of the 

process can only be done with the help of an expert. However, we could also consider that the 

prediction of BKW by CCVA may reflect knob form differentiation. It is important to test this 

metric on an extended set of populations and individuals for G. mexicana to also take into 

account the genetic and phenotypic diversity in this species. Since there are few descriptions 

of G. mexicana in the literature, only described in a thesis ( Campos-Vela, 1967), it could be 

useful to continue to describe this species more precisely with an automated process, and by 

developing other metrics adapted to image computing. We are already able to detect the body 

length metric (data not shown) currently used for species identification in nematology. 

Increasing the number of useful metrics and 

further exploring computing imagery methods are essential to develop automation of species 

identification in nematology. This would partially relieve the lack of specific skills for nematode 

identification, but more importantly, it should allow us to save time and process far more 

individuals or samples for accurate and robust identification. This kind of automated tool could 

also decrease the cost of analyses compared to molecular tests, where some of the required 

consumables are expensive. 

We have shown that we are able, mostly with data predicted by CCVA, to predict the species 

class of an individual and more accurately of a population. Nonetheless, the procedure used to 

classify individuals in this work will necessarily yield an answer between proposed choices (i.e 

in the species test set, between G. pallida, G. rostochiensis and G. mexicana). The classifier 

builds edges between each class with given data, with the aim of choosing between them, but 

does not build a high boundary of class. This means that we are not able to detect other species. 

With the aim of species detection, it would be essential to build the boundaries of each species 

to allow us to determine whether an unknown specimen belongs to one of the studied classes 

or to none of them. 

 Comparison between the two methods tested 

In this study, we compared two types of algorithms to predict metrics for the purpose of 

classification. Firstly, the two methods used showed good classification results at the individual 
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scale. Using the training set, all populations were correctly affiliated with their species; 

nonetheless, species affiliation using CNN measurements seems to be less accurate than using 

CCVA measurements. Species affiliation using observed data was always more accurate than 

using the other two methods, meaning that there is always a loss of accuracy of the 

measurements when automation is performed. The CCVA propensity to filter poor quality 

images seems to improve its accuracy. This is supported by the fact that the case where the 

classifier using CNN measurements led to incorrect prediction at the population scale also 

corresponds to the case where the CCVA removed 15 images on the species test set, mostly in 

the G. rostochiensis population. The choice of population was done to incorporate broad 

genetic diversity, and results from the classifier showed that despite this diversity, we were 

able to discriminate G. pallida from G. rostochiensis, even for CCVA on the test set. This gave 

us confidence about the robustness of the metrics chosen and the methods. 

The point of this study was not to choose between CNN and CCVA, because these two methods 

could be complementary. One of the most important points regarding CNN is its short building 

time and flexibility. The CNN learns alone and provides results independently of image quality, 

while the CCVA took more time to be built and appears to be more species-specific. 

As both CCVA and CNN are supervised learning algorithms, one could think about using 

unsupervised learning algorithms instead. There is a recent trend towards unsupervised 

methods for automated landmarking, where landmarks are learnt from the actual data (Jakab 

et al., 2018; Li et al., 2020; Thewlis et al., 2019). This type of approach could fit our needs well, 

for example by learning landmarks based on inter-intra population consistencies. The main 

drawback is that the algorithms require large sample sizes to generate landmarks. To go further, 

it would be interesting to search automatically for novel morphometric descriptors, not only 

landmarks. To a certain extent, at least semi-automatically, one could rely on algorithms to 

interpret machine learning predictions (Lundberg and Lee, 2017), analysing the interpreted 

predictions in order to derive new morphological descriptors. 

 Interest for systematics in the Globodera genus 

More than simply testing algorithms and classifying organisms, extracting morphobiometric 

data on certain organisms will provide information for systematics, in genera suffering from 

unresolved taxonomy, i.e. species complexes. Effectively, the systematics and taxonomy of 

Globodera are still under discussion (Subbotin et al., 2020; Subbotin et al., 2011). For example, 
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at this time in the species complex known as the tobacco cyst nematode complex, there is little 

evidence for morphobiometric differentiation (Mota and Eisenback, 1993), even though some 

genetic differentiation has been reported (Madani et al., 2010; Subbotin et al., 2020). Providing 

evidence for morphobiometric differentiation will help to understand speciation in this 

complex. Recently, the synonimisation of G. bravoae (Franco et al., 2000) and G. mexicana 

(Campos-Vela, 1967) was proposed based on molecular data (Subbotin et al., 2020). It would 

be interesting to determine whether morphological characterisation of these two species with 

the algorithms proposed in this study supports this proposal. Automated measurement 

extraction could also be of great value in the study of newly discovered species. A potential 

new species of PCN has been identified genetically in the south of Peru and in Chile ( 

Thevenoux et al., 2020), but for now there is no evidence that it is morphologically different 

from G. pallida and G. mexicana. In these cases, the contribution of automated extraction of 

measurements could be dual. First, the time spent to study a population is lower than when 

using manual measurements, which makes it possible to work with more individuals to 

strengthen the statistical power and the conclusions. Second, it could allow us to create new 

metrics, like in this study, potentially more useful and easier for morphological differentiation. 

As a result, automation of the identification process appears to be a real interface between 

taxonomy, systematics, and image computing. 
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2.1.4 Conclusion 

 

La création d’un outil de détection automatique de traits morphologiques chez les 

nématodes est une approche très peu utilisée. Notre étude constitue donc un point d’ancrage 

pour de futures explorations morphométriques dans le genre. La méthode d’apprentissage 

supervisée (CNN) a montré des résultats prometteurs sur le jeu de données d’apprentissage. 

Les corrélations entre les métriques mesurées par un expérimentateur et celles extraites grâce 

à cet algorithme sont très fortes. Les classifications qui sont tirées de ces métriques admettent 

un faible taux d’erreurs pour ce qui est du jeu d’apprentissage. En revanche quand cet 

algorithme a été soumis à une nouvelle diversité, son taux d’erreur a augmenté radicalement. 

L’algorithme se basant sur la digitalisation des images (CCVA, code sous-jacent fourni en annexe 

2) a quant à lui été capable de discerner les espèces qui lui furent présentées et ce même sur 

des jeux de données différents de ceux à partir desquels il a été développé. Plusieurs voies 

d’amélioration doivent être approfondies. Premièrement l’extension des critères à notre 

portée. Le choix des critères dans cette étude a été fait dans l’optique de ségréger G. pallida 

de G. rostochiensis. Nous avons pu voir qu’ils étaient aussi utiles pour identifier G. mexicana. 

Ces critères sont liés au stylet, pièce anatomique connue pour différer dans le genre Globodera. 

Il n’est donc pas étonnant que les métriques étudiées permettent une distinction entre ces 

espèces. Il serait toutefois intéressant de tester cet algorithme pour des groupes 

morphologiquement très différents. L’augmentation du nombre de métriques exploitées par 

l’algorithme permettrait surement l’amélioration de son efficacité et de sa précision. Le critère 

particulier de la largeur du stylet doit également être mieux compris. L’hypothèse émise 

aujourd’hui est que le traitement informatique, qui a pour but d’extraire cette mesure, 

refléterait la forme des boutons basaux. Cependant nous n’avons à l’heure actuelle pas encore 

les données nécessaires pour l’affirmer. Les critères de forme sont des données qui aujourd’hui 

ne sont pas disponibles via les traitements proposés ici. Pourtant ils sont très utilisés quand il 

s’agit de différencier des espèces au sein du genre Globodera. Permettre aux traitements 

informatiques de les intégrer serait une amélioration importante à mettre en place pour 

pouvoir inclure une diversité plus conséquente dans ces études.  
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2.2. Ségrégation morphologique des espèces potentielles 

2.2.1 Introduction 

 

L’identification de potentielles nouvelles espèces chez G. pallida a d’abord été menée 

par une approche génétique (Chapitre 1). Le groupe qui présente le plus de dissemblances sur 

ce plan est celui nommé « G. pallida type chilien ». Les différenciations identifiées sont, certes 

fortes, mais elles ne permettent pas à elles seules de conclure quant à l’échelle à laquelle elles 

s’établissent (i.e une espèce distincte ou non). Investiguer la diversité morphologique de ce 

groupe face à celle des espèces déjà reconnues dans le genre serait un atout indéniable. 

Coupler une approche moléculaire à une approche morphologique pour identifier des espèces 

est d’ailleurs une recommandation faite par de nombreux auteurs notamment dans le phylum 

Nematoda (Coomans, 2002 ; de Oliveira, 2011 ; Ahmed et al., 2016 ; Nadler & Pérez-Ponce De 

Léon, 2011).  

Comme il l’a déjà été évoqué, l’approche morphologique peut prendre bien des aspects, 

notamment qualitatifs ou quantitatifs. Les différenciations morphologiques au sein du genre 

Globodera sont extrêmement fines. La prise en compte de variables quantitatives pour un 

grand nombre d’individus couplée à des analyses statistiques poussées est un atout avéré afin 

de tenter de discriminer des différences morphologiques ténues. Les outils développés dans la 

première partie de ce travail se sont révélés efficaces pour l’investigation morphométrique 

rapide de nombreux individus. C’est notamment le cas de l’algorithme basé sur des méthodes 

de visions numérique (CCVA). L’automatisation de la prise de mesures permet de pallier à 

certaines limites. Premièrement, l’expertise nécessaire pour identifier et mesurer les métriques 

discriminantes chez Globodera. Deuxièmement, l’économie d’un temps considérable, ces 

algorithmes pouvant en effet travailler seuls et rapidement. Cependant la gamme de métriques 

disponibles pour ces nouveaux outils se limite à deux.  

Dans ce contexte nous avons décidé de compléter la gamme de métriques disponibles à 

l’extraction automatique par une nouvelle métrique, la taille du corps des larves. L’ensemble 

de ces trois métriques extraites automatiquement grâce au CCVA nous a permis d’explorer la 

variabilité morphométrique du groupe « G. pallida type chilien ».  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Population Code Espèce Origine Nb individus 

Lindley Lind G. pallida Royaume-Uni 30 

Rookmacker Rook G. pallida Pays-Bas 30 

Chavornay Chav G. pallida Suisse 30 

P260 P260 G. pallida Pérou 30 

P285 P285 G. pallida Pérou 30 

P308 P308 G. pallida Pérou 30 

Dunkerque Dunk G. rostochiensis France 30 

Nîmes Nimes G. rostochiensis France 30 

Ecosse Ecos G. rostochiensis Ecosse 30 

P273 P273 G. rostochiensis Pérou 30 

P282 P282 G. rostochiensis Pérou 30 

P312 P312 G. rostochiensis Pérou 30 

Tlaxcala TXL G.mexicana Mexique 30 

Santa Ana Stan G.mexicana Mexique 30 

Cassola Cass G. pallida chilien Chili 30 

P309 P309 G. pallida chilien Pérou 30 

Terre de feu Tdf G. pallida chilien Chili 30 

Tableau 2.2. Populations étudiées et origines. Les populations ajoutées par rapport à l’étude 
précédente sont identifiées par un fond vert.  



Chapitre II  Exploration de la variabilité morphologique 

72 
 

2.2.2 Matériel et méthode 

2.2.2.1 Matériel biologique 

    
Les populations étudiées et les images dont sont extraites les métriques sont 

exactement les mêmes que celles utilisées dans le travail présenté dans la première partie de 

ce chapitre. Trois populations (30 individus) appartenant au groupe « G. pallida type chilien » 

ont été ajoutées à ce set pour pouvoir les comparer (Tableau 2.2).   

 

2.3.2.2 Mesures 

 

Dans le but de densifier le réseau de métriques à notre portée et d’augmenter le 

pouvoir discriminant de notre étude nous avons intégré une nouvelle métrique, la longueur 

totale du corps, critère courant en morphologie dans le genre Globodera. 

L’algorithme implémenté pour pouvoir extraire cette métrique est très similaire au CCVA. Il se 

compose de trois phases principales (Figure 2.3) : (i) l’identification des contours des larves, (ii) 

une étape de remplissage des formes fermées suivies par des phases d’érosion de dilatation 

dont le but est de « nettoyer » le fond de l’image et enfin (iii) une étape de segmentation. Cette 

étape est simplement une érosion jusqu’à un seul et unique pixel. Nous mesurons ensuite les 

formes restantes, c’est-à-dire à cette étape, une suite de pixels liés les uns aux autres. La plus 

longue mesure est celle choisie pour approximer la longueur du corps. Le code sous-jacent est 

disponible en annexe 3.   

L’approximation de la longueur du corps de cette manière est possible seulement car la forme 

cadavérique, ou habitus, que prennent les individus est une forme plutôt longiligne. Ils ne 

présentent donc pas de rupture de ligne. Si cela avait été le cas, cette approximation aurait 

surestimé la longueur du corps. Dans le but de vérifier la fiabilité de cette extraction 

automatique, la longueur du corps a été mesurée manuellement grâce à la pose de Landmark 

sur quatre populations (Dunk, Rook, TXL et TDF). Ces mesures ont été comparées à celles 

obtenues via l’extraction automatique. 

Les mesures de la largeur des boutons basaux (BKW) et de la distance entre la base du stylet et 

l’extrémité de la tête (BKTH) sont extraites grâce au CCVA.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.3. Description des grandes étapes suivies par l’algorithme pour l’extraction de la métrique « longueur du corps » des 
larves du genre Globodera. Le rôle des principales fonctions mathématiques appliquées entre chaque étape est indiqué sous les 
flèches vertes.  
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2.2.2.3 Analyses statistiques 

 

Ces trois mesures sont implémentées dans un modèle linéaire généralisé binomial dans 

le but de prédire l’appartenance à une espèce ou à une autre. Chaque individu se voit alors 

doté d’une probabilité d’appartenance. Le choix est fait ici que l’espèce prédite est l’espèce 

pour laquelle la probabilité est la plus forte. A l’échelle de la population, la probabilité 

d’appartenance à une espèce est calculée en divisant le nombre d’individus prédis appartenant 

à chaque espèce par le nombre total d’individus dans la population.  

 

2.2.4 Résultats 

 

Concernant la métrique de la longueur du corps, sur les 120 individus traités, 

l’algorithme extrait une mesure pour 100% d’entre eux. Le coefficient de corrélation entre le 

jeu de données issu de l’extraction automatique et celui issu de la pose manuelle de landmark 

est extrêmement fort (R2 = 0.98). L’extraction de cette mesure par traitement automatique 

nécessite 85 secondes pour 120 individus quand il faut environs 20 minutes à un 

expérimentateur humain. 

Sur les 90 individus appartenant au groupe « G. pallida chilien » des mesures de BKTH et BKW 

ont été extraites pour 77 d’entre eux. Les comparaisons des métriques entre les quatre espèces 

sont données en figure 2.4. Pour chaque métrique le groupe des « G. pallida type chilien » 

présente des mesures équivalentes à celles de G. mexicana. Les résultats de mesures de 

longueurs du corps sont similaires pour chacune des quatre espèces. Les valeurs des métriques 

BKW et BKTH pour G. pallida, G. mexicana et G. rostochiensis sont exactement les mêmes que 

celles exposées dans l’article présenté dans la première partie de ce chapitre. Pour « G. pallida 

type chilien » la mesure de la métrique BKTH est de 24.52 ± 2.13 µm, celle de la métrique BKW 

est de 4.49 ± 0.98 µm. La longueur du corps mesurée est de 449 ± 35 µm pour G. mexicana, de 

432 ± 60 µm pour G. rostochiensis, de 454 ± 55 µm pour G. pallida et de 451 ± 38.5 µm pour 

« G. pallida type chilien ».  

Les résultats des classifieurs à l’échelle individuelle sont présentés dans le tableau 2.3. La 

précision pour G. pallida et G. rostochiensis est grande, 0.95 et 0.94 respectivement. Elle est un 
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peu plus faible pour « G. pallida type chilien » et G. mexicana, 0.74 et 0.66 respectivement. A 

l’échelle populationnelle le taux de réussite est de 100%, c’est-à-dire que le nombre d’individus 

prédit comme appartenant à l’espèce juste est toujours supérieur au nombre d’individus prédit 

comme appartenant à une autre espèce. 

 

2.2.5 Discussions et conclusions 

 

Les résultats obtenus pour la métrique longueur du corps sont comparables à la fois 

dans leurs moyennes et dans leurs variations à ceux présents dans la littérature pour G. pallida, 

i.e. 456 ± 76.5 µm, et G. rostochiensis, i.e. 434 ± 68 µm (Perry et al., 2018). En revanche nos 

mesures sont inférieures à celles de la littérature concernant cette métrique pour G. mexicana, 

i.e. 468 ± 118.5 µm (Campos-Vela, 1967). Cependant les descriptions de G. mexicana ne 

proviennent que d’une étude et la diversité pris en compte ici est peut-être différente de celle 

prise en compte par Campos-Vela (1967). Les résultats cohérents pour G. pallida et G. 

rostochiensis vérifient la validité de notre algorithme à extraire la mesure de la longueur du 

corps. Celle-ci ne diffère pas entre les différentes entités génétiques étudiées. Les mesures 

restituées ici constituent les premières données morphométriques du groupe « G. pallida type 

chilien ».  

Nos résultats montrent que, prise une à une, aucune métrique n’est capable de distinguer les 

quatre entités étudiées dans ce travail. En revanche l’intégration de ces trois métriques dans 

un classifieur statistique permet de distinguer ces quatre groupes. Ce résultat n’est pas 

surprenant pour les espèces G. pallida et G. rostochiensis pour lesquelles l’ajout de la métrique 

« longueur du corps » a d’ailleurs augmenté la précision par rapport au travail présenté en 

première partie de ce chapitre. En revanche il est étonnant que la précision concernant « G. 

pallida type chilien » et G. mexicana » soit si élevée. En effet aucune des métriques n’est 

discriminantes entre ces deux groupes. C’est bien la prise en compte des trois mesures dans 

leur ensemble qui permet de différencier morphologiquement ces deux entités. Le succès du 

classifieur à l’échelle populationnelle implique qu’aujourd’hui, avec un nombre d’individus 

suffisant nous sommes capables de prédire automatiquement et précisément l’appartenance 
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d’une population à une espèce. Ceci dans la mesure où ces populations appartiennent à un des 

quatre groupes étudiés ici et qu’elles ne présentent pas de mélanges.  

Les populations de « G. pallida type chilien » divergent donc morphologiquement des autres 

espèces du genre Globodera étudiées ici. D’un point de vue taxonomique, cela renforce l’idée 

d’une divergence de ces populations. En revanche les différenciations morphologiques 

entrevues ici semblent fines. Par exemple, aujourd’hui il n’existe pas de critères uniques, à 

l’image d’une clé d’identification, permettant de distinguer G. mexicana de « G. pallida type 

chilien ». C’est bien la prise en compte d’un grand nombre d’individus grâce à l’utilisation 

d’algorithmes automatisés pour l’extraction de mesures et l’intégration de celles-ci grâce à des 

méthodes statistiques qui nous ont permis de distinguer ces entités. Il semble qu’augmenter la 

densité de métriques à dispositions des classifieurs statistiques augmente nettement leur 

précision. Il serait donc extrêmement intéressant de pouvoir continuer à densifier notre réseau 

de métriques notamment par celles usuellement mesurées sur la queue des individus (taille de 

la queue, partie hyaline).  

Le fait de pouvoir différencier morphologiquement « G. pallida type chilien » des autres 

espèces du genre Globodera est une avancée indéniable en ce qui concerne leur description en 

tant qu’espèce. Cependant cette différenciation fine nous laisse à penser qu’une confirmation 

biologique serait nécessaire. Dans le genre Globodera et chez les parasites en général, les tests 

de développement sur différents hôtes sont couramment utilisés pour séparer les espèces (De 

olivira et al., 2011 ; Cook et Noel, 2002). Ces tests constituent le troisième et dernier volet de 

ce travail de thèse. 
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CHAPITRE III  VARIABILITE DE REPONSE A DES PLANTES HOTES 

3.1 Contexte - Les gammes d’hôtes chez Globodera 

 

Le troisième et dernier volet de ce travail de thèse porte sur la différenciation biologique 

et écologique des entités étudiées. D’un point de vue taxonomique ce travail va constituer une 

3ème et dernière approche pour confirmer ou infirmer la validité de l’espèce potentielle 

représentée par les populations du groupe « G. pallida type chilien » (Thevenoux et al., 2019). 

Plusieurs techniques sont possibles pour tester les caractéristiques qui définissent une espèce. 

Il peut s’agir de croisements pour questionner sur la viabilité et la fertilité des hybrides s’ils sont 

produits. Dans le cas de parasites, des tests de gammes d’hôtes peuvent également se révéler 

pertinents.      

La relation qui existe entre l’hôte et son parasite est le fruit d’interactions complexes qui font 

l’objet de nombreuses études. C’est aussi vrai chez les nématodes dont ceux du genre 

Globodera. Les végétaux sont constamment attaqués par une large gamme de bio-agresseurs 

que ce soit des bactéries, des champignons, des oomycètes, des insectes ou des nématodes 

(Baetz & Martinoia, 2014). Ces bio-agresseurs engendrent une pression de sélection favorisant 

la résistance des hôtes à leur parasites. En retour, cette réponse, favorisera alors une sélection 

chez les parasites pouvant aboutir au contournement de ces résistances (Brown & Tellier, 

2011). Cette relation particulière n’existe que dans le cas où les parasites sont capables 

d’infecter les plantes. Des plantes peuvent être non hôtes simplement car les parasites n’ont 

pas la capacité à rentrer en contact avec elles. On parle de résistance quand la présence d’un 

parasite engendre une réaction de défense de la plante. Plusieurs stratégies sont alors 

observées. Soit les parasites se spécialisent dans l’accès à un hôte unique dans une relation 

privilégiée qui leur permet de subsister et on parle alors d’hôte spécifique, soit leur gamme 

d’hôte est plus étendue et les organismes parasites sont dits polyphages. Ils existent évidement 

une multitude de nuances entre ces deux extrêmes. Toutefois, au sein du genre Globodera, les 

espèces évoluent sur une gamme d’hôtes plutôt réduite, se limitant généralement à un genre 

végétal (Perry et al., 2019). Parmi les espèces appartenant au genre Globodera, certaines ne 

sont capables d’infecter que des plantes de la famille des Solanacée (Sullivan et al., 2017). Chez 

ces espèces, la capacité à infecter une plante ou non est un critère de différenciation qui peut 

être utilisé pour distinguer certaines d’entre elles (Cook & Noel, 2002). Par exemple G. pallida 
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peut être distingué de G. mexicana par sa capacité à se développer sur la pomme de terre. Les 

différentes gammes d’hôtes des principales espèces du genre sont présentées dans le tableau 

3.1. D’un point de vue de la gestion des populations pathogènes dans le cadre de la protection 

des plantes cultivées, l’étude de la gamme d’hôte est extrêmement informative. Par exemple il 

peut être utile d’identifier les plantes non cultivées sur lesquelles ces parasites pourraient se 

développer. Ces plantes sont parfois présentes à proximité des cultures et maintiennent ainsi 

des populations de bio-agresseurs en places malgré les efforts consentis pour les éliminer 

(Boydston et al., 2004, 2010). Enfin ces études ont aussi un rôle dans la gestion de ces bio-

agresseurs car elles permettent d’identifier les cultures sur lesquelles ces populations ne se 

développent pas et qui peuvent être intégrées à des schémas de rotation.  

Les nématodes du genre Globodera développent donc une relation particulière avec leur hôte, 

à tel point que l’éclosion des larves est dépendante d’un signal chimique ayant pour origine les 

exsudats racinaires des hôtes de ces nématodes (Perry et al., 1986). La capacité des nématodes 

phytoparasites à éclore après perception de ces signaux chimiques semble être spécifique 

(Devine et al., 1996 ; Byrne et al., 1998,2001). Pourtant, Gautier et al. (2020) ont démontré que 

les différents clades génétiques de G. pallida (Picard et al., 2007) répondaient uniformément 

en termes d’éclosion aux exsudats de différentes pommes de terre sauvages issues de zones 

géographiques éloignées. Pourtant ces clades génétiques sont bien distincts. Il semble donc 

que, si différence de gamme d’hôte il y a entre les différentes entités génétiques chez G. pallida, 

cela ne se reflète pas dans la capacité des hôtes à faire éclore les larves. Fort de ces éléments, 

une étude comparative des capacités de multiplication des groupes caractérisés par les études 

génétiques et morphologiques des deux premiers volets de la thèse permet ainsi la prise en 

compte de la capacité des plantes à induire l’éclosion mais aussi la capacité des larves à se 

développer sur ces plantes en mesurant la multiplication (sur la base d’un cycle biologique 

complet) de populations de nématodes à kyste sur différentes plantes. 
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3.2 Matériels et Méthodes 

3.2.1 Populations de nématodes 

 

Huit populations de nématodes à kyste ont été considérées (Tableau 3.2). Les 

populations de G. pallida (298, 299, 300) et la population P309 identifiée comme appartenant 

au groupe « G. pallida type chilien » sont toutes originaires du sud du Pérou et maintenues en 

collection par multiplication sur pomme de terre (cultivar Désirée) depuis leur échantillonnage 

en 2002. Génétiquement ces populations de G. pallida sont issues du clade I décrit par Picard 

et al. (2007) et du groupe 1a décrit dans le chapitre 1 de ce travail (Thevenoux et al., 2019). La 

population « Terre de feu » identifiée comme appartenant au groupe « G. pallida type chilien » 

est originaire du sud du chili et maintenue en collection par multiplication sur pomme de terre 

(cultivar Désirée) depuis 2006. Malheureusement aucune autre population de « G. pallida type 

chilien » ne possédait, au moment de mettre l’expérimentation en place, des effectifs suffisants 

pour constituer l’inoculum nécessaire. Ce groupe est donc représenté ici par deux populations. 

Les trois populations de G. mexicana (Gm6, Popocatepetl et Tlaxcala) sont toutes originaires du 

Mexique et maintenue en collection par multiplication sur tomates depuis près de 30 ans.    

3.2.2 Calibration de l’inoculum utilisé 

 

Afin d’éviter tout biais dans le test réalisé induit par une faible éclosion naturelle ou un 

faible contenu en larves des kystes utilisés, nous avons évalué pour chaque population les 

capacités d’éclosion des kystes et le nombre de larves contenues dans chaque kyste. Pour ce 

faire, 30 kystes de chaque population ont été mis à éclore dans de l’exsudat racinaire de 

pomme de terre (cultivar désirée). Le nombre de larves écloses et le nombre de larves vivantes 

mais non écloses ont été relevés. Cette évaluation nous a permis d’ajuster le nombre de kystes 

à inoculer dans l’objectif d’homogénéiser le nombre de larves potentiellement pénétrantes 

entre chaque répétition (Tableau 3.2). Pour choisir le nombre de larves à inoculer nous nous 

sommes conformés aux conditions de tests standards correspondant aux tests de résistance du 

CTPS (Comité Technique Permanent de la Sélection) relatif aux variétés résistantes aux 

nématodes à kyste de la pomme de terre (JORF, arrêté du 28 juin 2010, annexes 2). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.1.  Design du protocole expérimental suivi lors de l’étude du développement de différentes populations et 

espèces de Globodera sur différentes plantes cultivées 
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3.2.3 Dispositif expérimental 

 

La capacité de ces populations à se développer est testée sur cinq plantes : la tomate 

(cv saint-pierre), le piment (cv de cayenne), l’aubergine (cv barbentaine) et deux variétés de 

pomme de terre (Désirée et Innovator) présentant des niveaux de sensibilité à G. pallida très 

contrastés. Désirée est une variété sensible quand Innovator une variété européenne 

résistante à G. pallida. Sa résistance lui est conférée par le QTL majeur GpaVvrn, issu de 

Solanum vernei, seule source de résistance qui a été jusqu’ici utilisée pour sélectionner des 

variétés résistantes à G. pallida. Après germination, les plantes ont été transplantées dans des 

pots de 500 ml. Les kystes ont été rassemblés en sachets de maille suffisamment large pour 

laisser passer les larves mais permettant le recueil des kystes. Idéalement, les kystes doivent 

être inoculés sur jeunes plantes pour favoriser la pénétration des larves dans les racines. 

Malheureusement, la situation sanitaire (Covid-19) n’a pas permis cette inoculation dans les 

conditions idéales et elle a finalement été réalisée deux mois plus tard, la qualité des plantes 

pour cette expérimentation ayant été jugée encore satisfaisante. Chaque modalité (plante * 

population de Globodera) testée fait l’objet de cinq répétitions (figure 3.1). Les plantes ont 

ensuite été placées en chambre climatique observant une photopériode de 16h (06h00 - 

22h00) pendant laquelle la température a été maintenue à 20°C. La température s’abaissant à 

18°C durant la période non éclairée (22h00 – 06h00). Après trois mois de développement, les 

kystes ont été extraits des racines puis dénombrés pour chaque modalité et répétition. 

Idéalement, un test de viabilité aurait permis d’estimer le nombre de larves viables à l’intérieur 

des kystes pour chaque population. Il est en effet possible que la multiplication entre deux 

populations soit similaire en termes de nombre de kystes produits, c’est-à-dire en nombre de 

femelles ayant été fécondées, mais qu’en revanche, le taux de remplissage des kystes ou la 

viabilité des œufs néoformés puissent être très différents. Faute de temps, cette analyse n’a 

pas pu encore être menée au moment de l’écriture de ce manuscrit. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3.3. Modèles statistiques finaux retenus à l’issue de la procédure de « stepAIC ». 
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3.2.4 Analyses statistiques 

 

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisé à l’aide du logiciel R version 3.6.1 (R 

Core Team, 2019). L’analyse quantitative des résultats a supposé le retrait des modalités où 

aucune multiplication n’a été observée. Les données dont nous disposons font référence à un 

dénombrement de kystes (variable discrète). La nature même de la variable réponse (le nombre 

de kystes) mais aussi la numération impose l’utilisation d’une erreur résiduelle de poisson dans 

le modèle généralisé implémenté pour l’occasion (Venables & Ripley, 2002). Le nombre de 

kystes (variable réponse) est expliquée dans le modèle par les variables explicatives 

Populations, Espèces et Plante hôte. Deux modèles initiaux (ou modèles saturés) ont été testés 

: Nombre de kystes ~ Espèce + Hôte + Espèce : Hote (Eqn1) ; Nombre de kystes ~ Population + 

Hôte + Population : Hôte (Eqn2). La qualité des modèles est estimée grâce à l’observation de la 

normalité des résidus. La procédure de choix et de hiérarchisation des variables a été conduite 

par la procédure « stepwise AIC ». L’AIC représente le critère d’information d’Akaike’s (Venable 

& Ripley, 2002) où l’AIC vaut -2 * log(L) + 2 * k avec L étant la vraisemblance maximisée et k le 

nombre de paramètres du modèle saturé. Cet AIC pénalise la déviance du modèle (-2 * log(L)) 

par deux fois le nombre k de paramètres (ou variables). L’AIC représente donc un compromis 

entre le biais (diminuant avec le nombre de paramètres) et la parcimonie (description du 

système avec le minimum de variables possibles). Des comparaisons multiples ont été ensuite 

réalisées par un test HSD (« Honestly Significant difference ») de Tuckey.  

 

3.3 Résultats 

3.3.1 Variables explicatives 

 

Pour chaque modèle testé, chaque variable et l’interaction entre variables ont un effet 

hautement significatif (Tableau 3.3). Cependant l’AIC présenté par le modèle incorporant la 

variable « Espèce » (AIC = 5952.8) est bien supérieur à celui présenté par le modèle comprenant 

la variable « Population » (AIC = 2888.5). Toutes les variables testées ont donc un effet 

fortement significatif sur le taux de multiplication, le modèle qui explique le mieux la variabilité 

est celui qui intègre les populations (valeur de l’AIC la plus faible). Cependant les tests effectués 
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sur la normalité des résidus de ces modèles montrent que ceux-ci diffèrent d’une distribution 

normale. Il convient alors de prendre toutes les précautions quant aux interprétations issues 

de ces modèles statistiques.  

3.3.2 Variations observées à l’échelle des espèces étudiées 

 

Le premier niveau d’analyse utilisé pour comparer les taux de multiplication est celui de 

l’espèce (Figure 3.2). Certaines espèces ne présentent aucune multiplication sur certaines 

plantes. C’est le cas pour G. mexicana sur les deux variétés de pommes de terre et de 

l’ensemble des espèces testées sur piment. Dans le cas des modalités pour lesquelles une 

multiplication est observée, les écarts-types calculés pour chaque espèce rendent compte 

d’une variation autour de la moyenne particulièrement importante. Néanmoins certaines 

disparités peuvent être notées. Les taux de multiplications sur aubergine sont moins importants 

pour G. pallida (3.33 ± 3.73 kystes) que pour G. mexicana (23.72 ± 24.27 kystes). Sur cette 

plante hôte, il n’est pas possible de différencier le taux de multiplication de ces deux espèces 

avec celui de « G. pallida type chilien » (15.42 ± 13.30 kystes). Il n’est pas non plus possible de 

différencier à l’aide du nombre de kystes produits sur Désirée G. pallida (181.62 ± 185.99 

kystes) de « G. pallida type chilien » (128.60 ± 83.67 kystes). En revanche le taux de 

multiplication de ces derniers sur le cultivar Innovator (35.60 ± 28.64 kystes) est plus 

importante que celle de G. pallida (3.06 ± 3.47 kystes). Enfin sur tomate, le taux de 

multiplication de G. pallida (30.33 ± 19.82 kystes) n’est pas différentiable de celui de G. 

mexicana (117.26 ± 67.79 kystes). Ces deux espèces se différenciant par contre ici de « G. 

pallida type chilien » (79.50 ± 56.94 kystes).   

 

3.3.3 Variations observées à l’échelle des populations étudiées 

 

Les taux de multiplication peuvent aussi être comparés à l’échelle des populations 

(Figure 3.3). A cette échelle nous constatons que le taux de multiplication n’est pas homogène 

entre les populations d’une même espèce. Les écarts types calculés rendent compte de valeurs 

très élevées, témoignant ainsi de la forte variabilité intra-populationnelle en ce qui concerne le 

trait étudié. Il reste néanmoins intéressant de pouvoir comparer les populations entre elles. 
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Pour l’aubergine les taux de multiplication faibles des populations P298 (3.80 ± 3.27 kystes), 

P300 (1.20 ± 2.16 kystes) et Gm6 (2.00 ± 1.41 kystes) ne sont pas significativement différent. 

La population Popocatépetl (37.42 ± 19.63) présente, elle, un taux de multiplication 

significativement supérieur à toutes les autres. Les autres populations, c’est-à-dire les 

populations P299 (6.20 ± 5.40 kystes), Tlaxcala (28.04 ± 25.02 kystes), P309 (21.6 ± 15.30 

kystes) et Tdf (9.2 ± 7.19 kystes) ne sont discernables d’aucun groupes formés par ces deux 

extrêmes. Pour la pomme de terre cultivar Désirée le taux de multiplication le plus faible est 

celui de la population P300 (21.00 ± 11.84 kystes) et le plus important est celui de la population 

P298 (331.4 ± 191.66 kystes). Le taux de multiplication de la population Tdf (85.60 ± 49.24 

kystes) n’est pas statistiquement différent de celui des populations P300 (21.00 ± 11.84 kystes) 

et P309 (58.60 ± 22.07 kystes). Cette dernière ne pouvant pas non plus être différenciée de la 

population P299 (224.60 ± 154.14 kystes). Pour la pomme de terre cultivar Innovator la 

population P309 (58.60 ± 22.07 kystes) présente un taux de multiplication plus important que 

celui de toutes les autres populations, c’est-à-dire la population P298 (6.00 ± 3.00 kystes), P299 

(3.20 ± 3.27) et Tdf (12.6 ± 6.06). Pour la tomate, les taux de multiplications des populations de 

G. pallida (P298 : 30.06 ±17.11 kystes ; P299 : 43.00 ± 25.02 kystes ; P300 : 17.40 ± 6.80 kystes) 

ne sont pas statistiquement différents des taux de multiplication des populations P309 (41.20 

± 16.28 kystes) et Popocatépetl (57.60 ± 17.27 kystes). La population Gm6 possède le taux de 

multiplication le plus haut (180.60 ± 71.44 kystes). Quant aux populations Tlaxcala (113.60 ± 

34.69 kystes) et Tdf (117.80 ± 58.00 kystes), elles possèdent des taux de multiplication 

intermédiaires pour cette modalité.  

 

3.4 Discussion et Conclusion 

3.4.1 Statut d’hôte des plantes 

 

D’un point de vue qualitatif, c’est-à-dire le fait de définir une plante comme hôte ou 

non, nos données sont cohérentes avec celles issues de la littérature. Le piment est en effet 

connu comme une plante non hôte des nématodes à kyste de la pomme de terre (EPPO, 48 (3), 

516-532, 2018). Nos résultats montrent qu’elle ne l’est pas non plus pour G. mexicana. La 

tomate et l’aubergine sont quant à elles hôtes pour G. pallida et G. mexicana (Subbotin et al., 

2010). Cette dernière est connue pour ne pas se développer sur pommes de terre (Campos-
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Vella, 1967 ; Mugniéry et al., 1992) ; nos résultats vont aussi dans ce sens. Ces résultats 

constituent aussi de premières données sur les capacités de développement du groupe « G. 

pallida type chilien » sur les plantes étudiées. Excepté sur le piment, il semble que ce groupe 

puisse se développer sur l’ensemble des plantes considérées dans cette expérimentation. 

 

3.4.2 Variations aux échelles spécifiques et populationnelles 

 

Il serait peu pertinent de se cantonner à l’aspect qualitatif binaire (Hôte / Non-hôte) de 

la caractérisation des gammes d’hôtes. En effet l’intégration du caractère quantitatif du taux 

de multiplication semble permettre de distinguer des espèces dans le genre Globodera. Par 

exemple, l’aubergine peut permettre de distinguer G. pallida de G. mexicana par la valeur des 

taux de multiplication sur cet hôte, faible pour G. pallida, forte pour G. mexicana. Néanmoins, 

la très grande variabilité des taux de multiplications entre populations à l’intérieur de chaque 

espèce nous pousse à nuancer les propos. En effet, les résultats des modèles statistiques 

montrent que la variabilité du nombre de kystes produits dépend davantage de la population 

que de l’espèce. Il semble alors que, distinguer des espèces par le biais du taux de 

multiplication, ne puisse se faire que dans les cas où une espèce se multiplie fortement et 

l’autre peu. La très forte variabilité de certains traits d’histoire de vie constatée entre 

populations d’une même espèce est un fait déjà observé chez Globodera (Gautier et al., 2020) 

mais aussi chez d’autres espèces de nématodes à kyste comme le nématode à kyste de la 

betterave, Heterodera schachtii (Fournet et al., 2018). Le niveau d’analyse porté à l’espèce 

semble ici être le plus approprié pour une approche qualitative des choses. Les résultats 

analysés de la sorte montrent que les « G. pallida type chilien » se différencient de G. pallida 

par leur développement sur tomate et sur la pomme de terre Innovator tandis qu’elles se 

différencient de G. mexicana par leur développement sur pomme de terre. 

Dans cette étude, certaines populations montrent des capacités de multiplication constantes 

indépendamment des hôtes sur lesquels elles se développent. C’est par exemple le cas de la 

population P300 qui dénote par une multiplication toujours plus faible que celle des 

populations conspécifiques. Ici, si multiplication il y a, il semble que la quantité de celle-ci soit 

régulée par les caractéristiques de la population. D’autant plus que nous pouvons exclure un 
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biais expérimental car cette population ne différait pas en termes de taux d’éclosion. La 

quantification des larves viables et le calcul des taux d’éclosions à l’intérieur des kystes produits 

lors de cette expérimentation pourrait fournir des informations quant à la stratégie adoptée 

dans chacun des cas. Par exemple une population produisant peu de kystes mais des kystes 

contenant de nombreuses larves et une population produisant de nombreux kystes peu remplis 

peuvent être équivalentes en termes de nombre de larves produites. Dans ce cas fictif la 

multiplication est équivalente mais les stratégies d’histoire de vie adoptées sont différentes. 

Les résultats de cette étude en termes de variation de multiplication doivent donc être pris 

avec précaution et nécessite de plus amples investigations.  

 

3.4.3 dentification d’une nouvelle espèce ou d’un nouveau pathotype ?  

 

Dans les espèces de nématodes à kyste de la pomme de terre, des populations capables 

de contourner certaines sources de résistance ont été révélées et des tentatives ont été faites 

pour formaliser des schémas pour la nomenclature et la caractérisation de pathotypes. Tel que 

définis par Sturhan (1985), les pathotypes correspondent non pas à des populations mais 

davantage à des génotypes partagés dans différentes populations, ce qui signifie que les 

populations peuvent exister comme un seul pathotype pur, tandis que d'autres seront 

constituées de plusieurs pathotypes. Selon la classification de Kort et al. (1977), trois 

pathotypes de G. pallida (Pa1, Pa2 et Pa3) ont été reconnus en Europe et Innovator est une 

variété capable de contrôler ces 3 pathotypes. Néanmoins, Fournet et al. (2013) ont montré 

dans une expérience d’évolution expérimentale au laboratoire que cette résistance peut être 

contournée. Et des populations naturelles virulentes ont été détectées en Allemagne (Niere et 

al., 2014 ; Mwangi et al., 2019) et aux Pays-Bas (communication personnelle Aska Gowers & 

Hans Helder). Ceci démontrant le fait que les allèles permettant de contourner cette résistance 

sont présents dans la diversité génétique de G. pallida (clade I) sans pour autant être 

sélectionnés. Nous ne pouvons donc exclure que les populations de G. pallida type chilien 

correspondent en fait à un nouveau pathotype de G. pallida non encore décrit mais compte 

tenu des faibles flux de gènes mis en évidence dans la première partie de ce travail cela reste 

une hypothèse peu probable. Une hypothèse alternative consiste à considérer qu’à l’instar du 

gène de résistance H1 de la pomme de terre qui contrôle la plupart des populations de l’espèce 
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G. rostochiensis mais aucune des populations de l’espèce G. pallida, la résistance portée par 

Innovator contrôle une partie des populations de G. pallida mais aucune des populations de 

l’espèce correspondant au « G. pallida type chilien ». Des investigations sur un plus grand 

nombre de populations appartenant au groupe « G. pallida type chilien » permettrait de vérifier 

l’existence ou non de populations contrôlées par la résistance portée par Innovator et de 

conclure plus certainement entre ces deux hypothèses. 
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SYNTHESE ET DISCUSSION GENERALE 

4.1 Quels groupes candidats pourraient être considérés comme une nouvelle espèce ?  

 

Les différents outils et champs disciplinaires considérés pendant la thèse, et en 

particulier l’étude génétique réalisée au début de ce travail, ont permis de révéler au moins 

trois groupes relativement distants au sein des populations présentes au sud du Pérou 

jusqu’alors assimilées à l’espèce G. pallida. Un premier groupe est localisé au nord du Pérou, le 

second au sud et le troisième nommé « G. pallida type chilien », pour lequel aucune continuité 

géographique n’est relevée. Le choix a été fait dans ce travail de taxonomie intégrative de se 

focaliser sur le groupe des « G. pallida type chilien » car, sur la base des résultats obtenus avec 

l’approche génétique, ce groupe constituait le meilleur candidat pour possiblement constituer 

une nouvelle espèce. A l’issue de cette thèse, il m’apparait donc utile de synthétiser l’ensemble 

des éléments obtenus et de discuter les limites et perspectives de ces travaux. Je commencerai 

à discuter du cas des groupes nord-péruviens pour me concentrer ensuite plus longuement sur 

celui des « G. pallida type chilien ». Une précision à l’intention des lecteurs : dans cette 

discussion, plusieurs termes sont utilisés pour indiquer les structurations (phylo)génétiques 

observées au sein de G. pallida. Le terme « clade » suivi par des chiffres romains fait référence 

à la structuration décrite par Picard et al. (2007), alors que le terme « groupe » suivi par des 

chiffres arabes fait référence à la structuration décrite dans le premier chapitre de cette thèse 

(Thevenoux et al., 2019). 

 

4.1.1 Les groupes nord-péruviens   

 

Les populations considérées dans ces travaux de thèse ont pour origine l’aire 

géographique des clades I, II, III et une partie du clade IV (Figure 1.8). Mis à part le groupe « G. 

pallida type chilien », dont le cas est discuté plus bas, le groupe le plus divergent est le groupe 

nommé groupe 4. Les différents groupes (1a, 1b, 2, 3 et 4) sont identifiés grâce aux analyses 

basées sur les fréquences alléliques issues de génotypage à l’aide des marqueurs 

microsatellites. Le groupe 4 se situe dans le nord de notre zone d’étude, c’est-à-dire dans le 

sud de l’aire de répartition du clade 4.  La totalité des populations du groupe 4 présente un 



 

 

Figure 1.8. D’après Picard et al. (2007, 2008). Répartition des différents clades génétiques observés chez G. 

pallida au Pérou et relations phylogénétiques.  
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marqueur Cathepsine spécifique correspondant à un produit d’amplification à 802 pb présent 

en plus, ou à la place, du produit d’amplification à 691 pb, que l’on retrouve classiquement 

dans les populations du sud du Pérou. Ce marqueur Cathepsine à 802 pb est également observé 

dans les populations du clade V (données non publiées) mais n’a jamais été identifié dans les 

populations du sud du Pérou. La présence de ce polymorphisme de taille d’amplification dénote 

d’une discontinuité certaine dans la répartition de la diversité de G. pallida le long de son aire 

d’origine. En outre, l’analyse des données microsatellites nous indique que, contrairement aux 

populations du sud du Pérou, nous n’avons pas été en mesure de révéler la présence d’hybrides 

entre populations du groupe 4 et populations du groupe 3 au niveau de la zone de contact 

entre ces deux groupes. Ce constat peut relever d’un échantillonnage incomplet, mais plus 

probablement d’une frontière génétique ou physique (i.e. liée par exemple à des éléments de 

relief dans cette zone) entre ces groupes. Les groupes du sud (1a, 1b, 2 et 3) apparaissent très 

proches et capables de produire des hybrides en conditions naturelles, tandis que les groupes 

du nord (groupe 4 / clade IV et V) marquent une rupture et ne semblent pas, en conditions 

naturelles, produire d’hybrides avec les groupes du sud. Nous observons ici une gradation de 

la divergence, du sud vers le nord, déjà évoquée dans des travaux précédents (Picard et al., 

2007, 2008 ; Grenier et al., 2010). Les fortes disparités entre clades du nord et du sud du Pérou 

ont déjà été relevées. Picard et al. (2007) ont notamment estimé la distance génétique 

moyenne entre ces deux entités, basée sur des marqueurs mitochondriaux (Cytb), à environ 

12%. Dans le phylum Nemata, les valeurs de distances génétiques entre des espèces 

apparentées sont en général de l’ordre de 10 à 20% (e.g. Nega, 2014). Certains auteurs ont 

aussi décrit les patterns de substitution du gène NAD4 de l’ADN mitochondrial, à l’intérieur et 

entre espèces et genres de nématodes, et ainsi montré que pour des distances génétiques 

égales ou supérieures à 10% entre deux populations ou individus, la question de savoir s’ils sont 

réellement conspécifiques - ou pas - doit être considérée (Blouin et al., 1998). Plus largement, 

il a été montré que la distance génétique moyenne entre deux espèces, calculée à partir du 

marqueur mitochondrial COI, était de 11.3% sur une gamme de 11 phylums (Hebert et al., 2003 

a,b). Plus précisément, ces valeurs sont comparables à celles observées entre Caenorhabdtis 

elegans et C. briggsae, deux espèces de nématodes distantes elles aussi de 12% (valeur calculée 

sur la base de marqueurs COI). La forte disparité entre ces groupes amène à croire en 

l’existence de deux espèces, c’est ce que propose Subbotin et al. en 2011. Suite aux analyses 

phylogénétiques basées sur des séquences ITS, les auteurs proposeront que les clades du sud 
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(I, II et III) et du nord du Pérou (IV et V) sont susceptibles de constituer deux espèces différentes. 

Pourtant, l’histoire de la taxonomie de ce genre n’est pas sans surprises. Ainsi, en 2020, 

Subbotin et al. révisent leur position par rapport aux populations péruviennes des clades IV et 

V et émettent cette fois l’hypothèse que G. pallida ne devrait pas être considérée comme un 

complexe, mais bien comme une seule et unique espèce. Ces conclusions tiennent aux 

topologies des arbres phylogénétiques créés, mais aussi au fait que des traces d’introgression 

sont détectées, grâce au marqueurs mitochondriaux, entre les populations étudiées dans ces 

travaux. Des évènements d’hybridation ont déjà été observés entre des espèces différentes de 

Globodera en laboratoire (Mugniéry et al., 1992, 1997). Plus récemment, Montarry et al. (2019) 

ont montré, toujours en conditions contrôlées, que des populations créées artificiellement à 

partir de kystes appartenant à des populations des clades nord- et sud-péruviens perdent, 

après une génération, la structuration initialement et artificiellement créée. La perte de cette 

structuration ne peut être expliquée que par deux phénomènes : soit les individus des 

différents clades se reproduisent entre eux, soit seuls les individus d’un clade ont pu se 

reproduire entre eux. Cette deuxième hypothèse est hautement improbable car les populations 

utilisées pour cette expérience ont toujours montré des taux de multiplication normaux lors de 

leur maintien en collection, il y a donc peu de chance qu’elles ne se soient pas multipliées aussi 

pendant cette expérience. L’introgression rapportée dans les travaux de Subbotin et al. (2020), 

visible à l’échelle génomique entre des populations naturelles, vient donc confirmer le fait que 

ces événements d’hybridation se produisent également dans la nature. Il est donc quelque peu 

surprenant que, durant les investigations moléculaires menées durant cette thèse, nous 

n’ayons pas été en mesure de montrer la présence d’hybrides parmi les individus génotypés. 

Le fait d’avoir travaillé sur des populations maintenues en collection et non sur les populations 

directement échantillonnées au champ pourrait avoir introduit un biais, si jamais les hybrides 

formés naturellement étaient contre-sélectionnés au cours des générations. Il semble donc que 

les divergences observées entre clades I, II et III d’une part, et IV et V d’autre part, n’ont pas 

abouti à un isolement reproducteur (si les populations sont mises en contact). Néanmoins, la 

question de la spéciation entre les clades du nord et du sud du Pérou continue à faire débat. 

Pour résumer, les clades du nord du Pérou sont issus de la divergence des clades du sud au fur 

et à mesure de l’orogénèse des Andes. Cette divergence a graduellement accumulé des 

différences entre ces clades et on aboutit à des variations visibles à l’échelle génétique. La 
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question est de savoir si ces différences accumulées sont assez fortes pour parler d’espèces 

malgré l’absence de barrière stricte à la reproduction entre ces clades. La question reste 

aujourd’hui ouverte.  

 

4.1.2 Le groupe « G. pallida type chilien » 

 

Le groupe « G. pallida type chilien » est ainsi nommé en référence aux populations de 

ce groupe échantillonnées au sud du Pérou, mais identifiées comme génétiquement très 

similaires à des populations de la région de terre de feu à l’extrême sud du Chili. Les résultats 

de l’étude de la diversité génétique de l’ensemble des populations sud-péruviennes suggèrent 

la mise en évidence de la singularité de ce groupe, ici composé par six populations. Parmi les 

13 marqueurs microsatellites retenus pour ce travail, trois loci montrent une absence 

d’amplification dans la quasi-totalité des individus appartenant au groupe « G. pallida type 

chilien ». Les microsatellites sont des marqueurs utilisés pour l’identification de distances 

génétiques entre populations ou espèces proches, mais les régions flanquantes, permettant 

leur amplification, s’avèrent souvent peu conservées entre des espèces plus distantes 

(Delmotte et al., 2003 ; Selkoe & Toonen, 2006, Gamel et al., 2017). On parle ainsi de 

marqueurs « espèce dépendants ». L’observation de l’absence d’amplification pour une partie 

des marqueurs constitue donc un premier résultat qui révèle la distance génétique entre les 

deux groupes. Une amplification a toutefois pu être observée pour 10 des 13 marqueurs 

étudiés. Ces chiffres peuvent être comparés à ceux obtenus par Gamel et al. (2017) qui ont 

recherché des loci espèce spécifiques chez les espèces G. pallida et H. schachtii. Sur les 12 loci 

pris en compte pour identifier G. pallida, six ne présentent pas d’amplification sur l’ADN de G. 

mexicana. Sur les neuf loci pris en compte pour identifier H. schachtii, quatre ne s’amplifient 

pas sur l’espèce sœur H. betae. Sur la base des analyses conduites sur les 10 marqueurs 

communs entre G. pallida et « G. pallida type chilien », les fortes valeurs de FST observées entre 

ces deux groupes sont du même ordre de grandeur que les valeurs observées entre des espèces 

déjà délimitées, comme par exemple, entre G. rostochiensis et G. pallida ou entre G. mexicana 

et G. pallida (données non publiées).  Quels que soient les outils utilisés (STRUCTURE ou DAPC), 

les analyses permettent d’isoler significativement le groupe « G. pallida type chilien » des 

autres. L’étude ne s’est pas limitée au génotypage de marqueurs microsatellites, elle a intégré 
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la recherche d’un polymorphisme de taille intronique du gène codant pour une protéase qui 

intervient dans la nutrition des nématodes, la Cathépsine L. Ce second type de marqueur, moins 

polymorphe et évoluant moins rapidement que les marqueurs microsatellites, permet de 

révéler des divergences génétiques en se plaçant à un temps différent au cours de l’évolution. 

Cet outil s’était révélé par ailleurs efficace pour différencier G. pallida d’autres espèces 

clairement établies comme G. rostochiensis et G. ellingtonae (Blanchar, 2006). Son application 

à nos données montre qu’un polymorphisme de taille intronique pour ce gène est bien observé 

dans les populations de « G. pallida type chilien ». Dans notre étude, le polymorphisme observé 

dans ce groupe est fort (présence d’une insertion de 152 paires de bases par rapport à la 

séquence de ce même gène dans les clades du sud de Pérou) et unique, c’est-à-dire qu’il n’est 

partagé avec aucune autre espèce étudiée. Les grandes tailles de polymorphisme identifiées 

pour ce groupe montrent que les processus d’insertion et de délétion interviennent ici pour de 

grands blocs. Il a déjà été montré que l’observation de polymorphismes du même ordre de 

grandeur pouvait être spécifique à des espèces du genre Globodera sur d’autres marqueurs 

introniques (Geric Stare et al., 2010). Les analyses phylogénétiques réalisées sur la base de la 

diversité allélique révélée par les marqueurs microsatellites révèlent aussi une disparité 

profonde entre « G. pallida type chilien » et les différents groupes génétiques de G. pallida. En 

revanche, ces analyses placent ce groupe à la même distance que G. mexicana positionné en 

tant qu’« outgroup ». 

L’ensemble de ces résultats tendent vers une conclusion claire : le groupe des « G. pallida type 

chilien » est génétiquement différent de G. pallida et ce, quels que soient les clusters 

génétiques considérés. Cette première approche en génétique des populations ne peut 

cependant, à elle seule, permettre de conclure sur une révision de la taxonomie. C’est bien par 

l’apport de l’approche par taxonomie intégrative, plébiscitée par de nombreux auteurs, et par 

l’association d’études complémentaires - morphologiques et/ou biologiques, qu’il convient de 

revisiter la taxonomie lorsque c’est nécessaire (De oliveira et al., 2011 ; Bogale et al., 2020). 

L’étude morphométrique menée dans ce cadre a porté sur quatre entités génétiques 

distinctes - G. rostochiensis, G. pallida, G. mexicana et « G. pallida type chilien » - représentant 

une gradation dans la spéciation par rapport à G. pallida. En effet, tandis que G. rostochiensis 

représente l’espèce qui a divergé de G. pallida depuis plus longtemps, G. mexicana est une 

espèce qui a divergé de G. pallida depuis moins longtemps et les nématodes du groupe « G. 
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pallida type chilien » correspondraient à une spéciation encore plus récente. Chacune de ces 

entités a été représentée par au moins 3 populations composées de 30 individus. Nous avons 

cherché à comparer la variation de taille de trois critères morphologiques mesurés sur des 

larves au stade J2 : la longueur totale du corps, la largeur des boutons basaux et la longueur de 

la tête à la base du stylet. Ces métriques ont été mesurées grâce à l’outil développé durant ce 

travail de thèse (CCVA). Il est important de rappeler ici que ces métriques, même si elles restent 

proches de métriques classiquement utilisées dans les études morphométriques des 

nématodes, sont néanmoins quelque peu différentes car elles reposent sur une extrapolation 

des formes et des extrémités à partir d’une image en 2D et non en 3D. Nous avons montré que 

ces nouvelles métriques prises séparément ne différenciaient pas un individu du groupe « G. 

pallida type chilien » d’un individu de G. pallida, ou même de G. mexicana. En revanche, 

l’intégration des trois métriques permet d’identifier un individu de « G. pallida type chilien » 

avec une précision de 75%. Cette précision atteint 100% à l’échelle populationnelle (i.e. lorsque 

la population est affectée à une espèce en fonction de l’assignation de la majorité des individus 

analysés). Aujourd’hui, nous sommes donc en mesure de discriminer morphologiquement les 

populations de « G. pallida type chilien » des populations de G. pallida, G. rostochiensis et G. 

mexicana. En d’autres termes, les résultats de l’analyse automatisée des paramètres 

morphologiques considérés ici sont le reflet des variations génétiques observées. Un dernier 

volet, souvent considéré en taxonomie intégrative, fait appel à la réalisation des tests de 

caractérisation biologique et écologique. 

Pour notre démarche de taxonomie intégrative, c’est le test d’une gamme d’hôtes composée 

de solanacées qui a été privilégié. Cette méthode de distinction pour les espèces de nématodes 

phytoparasites est courante (Cook et Noel, 2002). Les hypothèses sous-jacentes sont les 

suivantes : (i) deux espèces distinctes peuvent développer des capacités de développement 

différentes sur un même hôte ou sur des hôtes différents ; (ii) le changement d’hôte induit une 

barrière écologique aboutissant à la création d’une nouvelle espèce.  

Appliquée à notre modèle d’étude, la capacité de « G. pallida type chilien », G. mexicana et G. 

pallida (Clade I, groupe 1a) à se développer sur cinq plantes hôte a fait l’objet d’observations. 

D’un point de vue qualitatif, G. mexicana se distingue de « G. pallida type chilien » par la 

capacité de ces derniers à se développer sur la pomme de terre. En revanche, G. pallida et « G. 

pallida type chilien » se développent sur les mêmes plantes de la gamme d’hôte. Elles peuvent 
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toutefois être différenciées lorsque l’on prend en compte la variabilité de la multiplication des 

nématodes (nombre de kystes) sur les plantes hôte suivantes : aubergine et pomme de terre 

cv Innovator. Le cas de la pomme de terre cv Innovator est particulier puisqu’il s’agit d’une 

variété exprimant une résistance à G. pallida, pour laquelle il a été démontré que la capacité 

d’infection par le nématode pouvait varier d’une population à une autre (Cook et Noel, 2002). 

Contrairement aux résultats des deux analyses précédentes (génétique et morphométrique), 

la distinction entre « G. pallida type chilien » et G. pallida est donc ici plus ténue et ce, avec les 

plantes hôte testées. Seul le nombre de kystes entre les entités a toutefois ici été considéré et 

une quantification précise du nombre d’œufs contenu dans chaque kyste et de leur viabilité 

aurait pu permettre de gagner en précision. Les éléments de conclusion proposés mériteraient 

donc d’être vérifiés, d’autant que les investigations ne reposent que sur l’intégration de deux 

populations de « G. pallida groupe chilien ». 

 

4.1.3. Proposition d’une nouvelle espèce 

 

Les études génétiques montrent une distinction claire et sans ambiguïté entre le groupe 

« G. pallida type chilien » et G. pallida. Ces divergences se reflètent au niveau morphométrique 

et, dans une moindre mesure, à un niveau biologique, écologique. Au regard de l’ensemble des 

preuves récoltées, il semble aujourd’hui cohérent de considérer ce groupe comme une espèce 

à part entière au sein du genre Globodera et de proposer cette nouvelle entité à la 

communauté de travail. C’est bien la prise en compte de l’ensemble de ces éléments, cette 

approche de taxonomie intégrative, congruente dans notre cas, qui nous permet d’aboutir à 

une telle conclusion.  Très récemment, Subbotin et al. (2020) remettent en cause l’existence 

d’espèces cryptiques au sein de G. pallida. Leur position reste toutefois cohérente avec notre 

proposition d’une nouvelle espèce puisque leur travail n’intègre aucune des populations 

appartenant au « type chilien », qu’elles proviennent du sud du Pérou ou du Chili.  

La diversité génétique a été précisée et se compose, au sud du Pérou, de quatre groupes 

génétiques distincts de l’espèce G. pallida, d’une espèce nouvelle, « G. pallida type chilien » et 

de populations de G. rostochiensis. La diversité morphologique et biologique doit encore être 

précisée. En d’autres termes, les questionnements sur les conséquences biologiques des 
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événements de différenciation génétique au sein de G. pallida n’ont pas encore obtenu de 

réponses.  

 

4.2 Perspectives et limites du travail 

 

 Les perspectives de travail à envisager pour poursuivre la caractérisation de cette 

espèce sont nombreuses et passent notamment par l’intégration au panel de davantage de 

populations représentatives de l’espèce « G. pallida type chilien », qui en comprend 6 à ce 

stade. De plus, les effectifs, parfois trop faibles, ne nous ont pas permis d’intégrer l’ensemble 

de ces six populations aux études morphométriques et biologiques. Il serait donc d’abord 

important de caractériser morphologiquement et biologiquement les populations présentes en 

laboratoire pour lesquelles l’ensemble du travail n’a pu être mené. Une nouvelle campagne 

d’échantillonnage de certaines zones d’Amérique du Sud serait aussi pertinente, à au moins 

deux titres : (i) les populations maintenues en laboratoire par multiplications successives sur un 

nombre de kystes réduit peuvent, avec le temps, être affectées par une  dérive génétique ; (ii) 

le panel de populations testé est principalement constitué de populations originaires du Pérou 

et échantillonner de nouvelles aires le long de la Cordillère des Andes au sud du lac Titicaca 

constituerait une action efficace pour mieux comprendre la distribution de cette nouvelle 

espèce, identifier sa zone d’origine et tenter de décrire son histoire évolutive.  

Ces travaux ont aussi peu investigué l’histoire évolutive de cette nouvelle espèce.  Nous ne 

connaissons pas aujourd’hui les relations qu’elle entretient avec les autres espèces qui 

composent le genre Globodera. Les seules analyses phylogénétiques proposées dans ce travail 

ne sont appuyées que par des génotypages microsatellites. Malgré la robustesse éprouvée de 

ces marqueurs pour la reconstruction phylogénétique (Richard et Thorpe, 2001), leurs limites 

sont importantes. Les principales portent sur (i) le faible nombre de loci présents sur l’ensemble 

du génome et (ii) le fait qu’ils n’autorisent pas la comparaison des niveaux de divergence entre 

toutes les espèces d’un même genre. Les prochaines investigations moléculaires devront donc 

combler ces limites, notamment par le séquençage complet des génomes de ces espèces. 

Cependant, ces techniques sont encore peu accessibles aujourd’hui pour des questions de 

budget. Une alternative possible consiste alors à séquencer des parties aléatoires dans 
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l’ensemble du génome grâce à des enzymes des restrictions ciblées, c’est ce que propose la 

technique du GBS. Cette voie a déjà été investiguée pour différencier des espèces de 

nématodes parasites des plantes. Par exemple, Rashidifard et al. (2018) ont réussi, grâce à des 

explorations partielles du génome par GBS, à identifier des SNPs capables de distinguer 

Meloidogyne incognita, M. enterolobii et M. javanica, trois espèces très proches 

génétiquement et morphologiquement.  

Une voie qui n’a pas été explorée pendant ce travail de thèse est celui de l’isolement 

reproducteur de ces groupes identifiés comme divergents. Des tests de croisement seraient un 

atout indéniable pour estimer s’il existe un isolement reproducteur entre les entités identifiées. 

En effet, selon la définition biologique, deux espèces ne devraient pas avoir la capacité de se 

croiser. Tester la capacité des « G. pallida type chilien » à se croiser avec les autres espèces du 

genre Globodera permettrait de confirmer son statut, à condition que les hybrides (si produits) 

soient moins nombreux, non viables ou non fertiles. Il a déjà été montré, en conditions 

contrôlées, que certaines espèces du genre Globodera avaient gardé la possibilité de se croiser 

(Mugniéry et al., 1992). Ces croisements ne reflètent pas forcément une réalité naturelle. En 

effet, l’isolement reproducteur entre espèces peut prendre plusieurs aspects, à savoir la 

dépression hybride mais aussi la non-reconnaissance des partenaires. Ainsi une hybridation 

observée en laboratoire pourrait ne jamais être une réalité naturelle car les partenaires 

pourraient ne jamais se rencontrer. Une autre manière de tester cette barrière au flux de gène 

est de tester l’attraction sexuelle entre partenaires. Le cycle biologique des nématodes à kystes 

impose aux femelles de rester immobiles. Seuls les mâles ont la capacité de se mouvoir. Donc 

si l’attraction sexuelle doit être testée, elle se cantonnera à l’attraction des mâles par les 

femelles. Pendant ce travail de thèse, un protocole expérimental a été conçu pour appréhender 

ce comportement (annexe 4). Pour ce faire, 10 mâles d’une espèce sont placés au centre d’une 

boite de Petri, ainsi que deux groupes de 10 femelles, dont un composé de femelles 

appartenant à la même espèce que les mâles. Les deux groupes de femelles sont placés à égale 

distance du groupe de mâles. L’hypothèse sous-jacente est que : s’il existe une attraction 

sexuelle différentielle entre espèces, les mâles devraient être attirés par les femelles 

conspécifiques. Malheureusement, et à mon grand regret, la situation de pandémie et son 

confinement associé n’ont pas permis la poursuite des expérimentations. Les expérimentations 

préliminaires ont toutefois permis de valider une partie du protocole expérimental en 
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démontrant que les mâles exploraient aléatoirement la boite quand aucune source de variation 

n’y était présente.  La question de l’attractivité des femelles pour les mâles a déjà été 

investiguée dans le genre Globodera, notamment à la fin des années 1960 et au début des 

années 1970 (Greet et al., 1968 ; Green & Plumb, 1970). Ces auteurs ont pu mettre en évidence 

que les mâles étaient plus attirés par les femelles de leurs espèces ou des espèces proches que 

par les femelles des espèces plus éloignées. Les espèces connues à cette époque n’étaient pas 

celles d’aujourd’hui et les précisions apportées depuis permettront peut-être d’identifier ces 

attractions différentielles. Cette voie semble alors judicieuse pour investiguer les mécanismes 

de spéciation à l’intérieur du genre. 

 

4.3 Conséquences potentielles d’un ajustement taxonomique 

  

Des questionnements, quant à la capacité invasive de G. pallida et des différents clusters 

génétiques qui la composent, restent en suspens. Ces questionnements ont pour origine le fait 

que toutes les populations européennes de G. pallida proviennent du sud du Pérou 

correspondant au clade I (Plantard et al., 2008 ; Hockland et al., 2012), une zone géographique 

où l’on trouve également en sympatrie l’espèce G. rostochiensis et l’espèce correspondant aux 

« G. pallida type chilien ». Aucun autre clade génétique de G. pallida n’a été importé en Europe. 

Nous pouvons alors nous demander pourquoi l’espèce « G. pallida type chilien » est absente 

du territoire européen alors que G. rostochiensis et G. pallida y sont présentes. Plusieurs 

hypothèses peuvent être ainsi avancées. La première est qu’elles n’ont jamais été introduites 

en Europe avec les populations du clade I parce qu’elles n’y étaient pas présentes au moment 

de leur arrivée. Les populations présentes en Europe ont probablement été importées 

d’Amérique du Sud au milieu du XIXe siècle (Perry et al., 2018). Dans ce cas, la présence de 

populations des clades nord du Pérou ou de « G. pallida type chilien » au sud du Pérou serait 

liée à des activités humaines (migration de population, activités commerciales…) récentes et 

postérieures à l’introduction de G. pallida en Europe. La seconde hypothèse est que ces 

populations de « G. pallida type chilien » auraient également été introduites en Europe, mais 

n’auraient pas réussi à s’y maintenir. Dans ce cas, les populations de G. pallida du clade I doivent 

présenter des caractéristiques biologiques leur procurant un avantage invasif décisif : par 

exemple, de meilleures capacités de multiplication ou de résistance aux conditions 





Synthèse et discussion générale 

96 
 

environnementales européennes. Ces questions restent en suspens et il serait très intéressant 

de comparer les traits d’histoire de vie des différentes entités génétiques à l’intérieur de G. 

pallida et d’estimer, s’ils diffèrent, les avantages invasifs associés. Pendant ce travail de thèse, 

j’ai pu intégrer un projet autour des questionnements sur des invasions biologiques et 

mécanismes associés, qui a donné lieu à la publication d’un article (pour l’instant en preprint, 

annexe 5). 

La proposition de révision taxonomique liée à la découverte de « G. pallida type chilien » 

interroge aussi l’évaluation et la gestion des risques propres à cette espèce et, par voie de 

conséquence, certains aspects inhérents à la réglementation. G. pallida est une espèce 

réglementée, de quarantaine pour les dégâts qu’elle occasionne notamment sur la culture des 

pommes de terre. Les outils de détection sont ainsi conçus pour contribuer à la production de 

données de surveillance du territoire. Leur validation intègre le test d’un grand nombre de 

populations des espèces cible, incluant les populations qui composent le groupe de « G. pallida 

type chilien » (Gamel et al., 2017). La proposition d’une nouvelle espèce peut supposer la 

réalisation d’une analyse de risque phytosanitaire dont les modalités de mise en œuvre 

pourraient reposer sur un schéma à plusieurs scénarii : (i) la nuisibilité de cette espèce pour les 

productions agricoles est équivalente à celle observée pour G. pallida ; les techniques d’analyse 

la détecteraient alors comme G. pallida et les conséquences en matière de mesures 

d’évaluation et de gestion seraient particulièrement limitées ; (ii) autre scénario peu probable, 

cette nouvelle espèce présente des risques pour les productions agricoles plus limités que ceux 

imputables à G. pallida, et les mesures d’évaluation et de gestion pourraient faire l’objet de 

révisions.  

Que cette espèce soit agressive ou non, son introduction et son installation dans une nouvelle 

aire mériteraient d’être suivies avec attention dans ses évolutions d’expansion possibles. Les 

sources de virulence associées aux pathogènes sont plus diverses en Amérique du Sud qu’en 

Europe (Perry et al., 2018). L’introduction de nouvelles espèces pourrait alors augmenter la 

diversité présente en Europe (Hockland, 2012). Le risque lié à une potentielle hybridation avec 

les populations européennes reste inconnu. Cependant, si ces populations européennes, qui 

sont aujourd’hui adaptées aux conditions locales, sont capables d’acquérir de nouvelles formes 

de virulence par ce biais, le risque lié à l’introduction peut être fort. Développer la capacité de 

détecter cette nouvelle espèce semble alors nécessaire.   
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4.4 Un nouvel outil de caractérisation morphologique 

 

 Ce travail de thèse a été aussi l’occasion de créer un nouvel outil d’analyse et 

d’exploration morphométrique. Son fonctionnement repose sur l’analyse d’images par une 

méthode supervisée (CCVA) permettant d’extraire automatiquement des mesures à partir 

d’une photographie. Cet outil innovant en nématologie présente plusieurs avantages. Il permet 

notamment de s’affranchir des erreurs de mesure liées à l’effet observateur. L’effet 

observateur se traduit par l’obtention de résultats différents lorsque les mesures sont faites 

par différents accesseurs. S’il n’est pas forcément plus précis, l’outil automatique créé possède 

l’avantage de pouvoir relever des mesures plus rapidement que l’opérateur humain, et ce de 

façon homogène au travers du temps. L’outil d’analyse automatisé présente là aussi un atout. 

En revanche, contrairement à l’homme, les outils d’analyse automatisés créés ici ne peuvent 

pas s’adapter à différentes conditions – exemple : la qualité des images -, ni, on peut l’imaginer, 

à des spécimens trop dissemblants de ceux sur lesquels ils ont été développés. Effectivement, 

les paramètres nécessaires au traitement des images ont été ajustés pour extraire les mesures 

précisément sur les espèces prises en compte dans l’étude (G. rostochiensis, G. pallida, G. 

mexicana et « G. pallida type chilien »). Par exemple, un des paramètres fixe une limite à l’axe 

majeur de l’ellipse qui approxime la largeur des boutons basaux. Si nous soumettons à cet 

algorithme une image d’un individu dont les boutons basaux sont plus larges que l’axe majeur 

maximal de l’ellipse fixé ici, alors l’outil de mesure automatisé ne pourra tout simplement pas 

identifier les boutons basaux. La qualité des images est un facteur clé du bon rendu de cet outil. 

La conséquence immédiate pour le jeu de donnée est le retrait des images floues du jeu 

d’image soumis à l’algorithme. Cet outil est par ailleurs sensible à la rotation et au 

grossissement des images. Celles-ci, pour une efficacité optimale, doivent être orientées 

toujours de la même manière avec un grossissement identique. Nous avons remarqué que 

cette capacité à filtrer les images de mauvaise qualité et les individus excentriques permettait, 

d’une certaine manière, de se concentrer sur les individus typiques.  

Quelques outils d’analyse automatisée ont déjà été développés en nématologie (Bogale et al., 

2020). Il existe par exemple un outil capable de détecter et de compter les œufs de C. elegans 

(Akintayo et al., 2018). Un autre permet d’identifier différents phénotypes présents chez C. 
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elegans (Hakim et al., 2018). Ces algorithmes s’appuient sur le machine learning. L’outil CCVA 

diffère de ces deux exemples par le fait qu’il cherche davantage à reproduire les démarches 

intellectuelles faites par les opérateurs humains pour reconnaitre les métriques, plutôt 

qu’utiliser un jeu de données important pour apprendre à un réseau de neurones à reconnaitre 

des mesures et des traits. Les résultats de ce travail de thèse ont permis de démontrer que ce 

genre de méthodes était moins approprié pour l’extraction automatique de mesures que le 

CCVA.  

De nombreux aspects restent tout de même à consolider pour que l’utilisation de cet 

algorithme puisse être extrapolée à d’autres cas d’études. La recherche d’autres critères 

morphologiques, nombreux en nématologie, permettrai de ne pas se limiter à l’étude des larves 

et intégrer d’autres stades de développement (Stone, 1983). De nouvelles métriques 

généreraient toutefois son lot de nouvelles contraintes, en particulier s’il s’agit de traiter un 

objet sphérique. Enfin, il parait extrêmement intéressant de connaitre la réaction de cet 

algorithme aux autres espèces du genre Globodera. 

Cette approche nous a donc permis de discriminer morphologiquement le groupe des « G. 

pallida type chilien » de G. pallida. Est-il encore possible, dès lors, de parler d’espèces 

cryptiques ? Cette notion d’espèces cryptiques peut être appréhendée de différentes manières 

(Nadler et Pérez-Ponce De Léon, 2011) : l’absence totale et réelle de divergence 

morphologique entre deux espèces - dans ce cas l’espèce proposée ici n’est pas cryptique de 

G. pallida ; l’absence de critère formels permettant de distinguer deux espèces, tel que le 

proposent par exemple, les clefs d’identification. Nous ne disposons pas aujourd’hui de tels 

critères. Dans ce cas, cette espèce peut être considérée comme cryptique. D’une manière 

générale, la notion d’espèce cryptique dépend des outils à disposition pour l’étude de la 

morphologie. Par exemple, deux espèces peuvent être considérées comme cryptiques si elles 

sont observées à l’œil nu, et différentes si elles le sont à l’aide d’un microscope ou d’une loupe 

binoculaire. La notion de crypticité est donc dépendante de la technologie disponible pour 

observer la diversité.  

 

 

Pendant ce travail de thèse, de nombreuses discussions et lectures m’ont amené à des 

réflexions plus larges que les questions traitées jusqu’ici. J’ai souhaité les partager.  
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4.5 Taxonomie intégrative et taxonomistes 

 

La taxonomie est un domaine d’expert. C’est le ressenti personnel que j’ai eu tout au long 

de ce travail. Décrire et assumer le statut d’une nouvelle espèce m’a semblé être réservé à une 

petite part des scientifiques, experts dans leur groupe particulier. Eux seuls auraient le pouvoir 

de décrire de nouvelles espèces. Les autres accumulent peu à peu des preuves, qui vont ou non 

dans le sens de la description d’une nouvelle espèce, mais la décision finale revient bien au 

taxonomiste de formation. Le rythme relativement lent de la description d’espèces, que l’on 

reproche parfois à la taxonomie, n’est sans doute pas étranger à ce fonctionnement.  

La taxonomie intégrative est un outil appréciable pour pallier cette frilosité des scientifiques 

non-taxonomistes. Ce type d’étude donne un poids suffisant car il rassemble des preuves 

diverses par rapport à la validité d’une espèce. Outre l’intérêt scientifique de cette démarche, 

déjà discuté dans ce manuscrit, je pense qu’il importe de préciser qu’elle permet d’accéder à 

une certaine légitimité taxonomique. Ce faisant, la taxonomie intégrative a l’avantage de 

pouvoir être menée sur des projets à court terme pour répondre à une question taxonomique 

précise.   

 

4.6 La notion d’espèce est-elle toujours indispensable ?  

 

Cette question peut paraitre fantasque après la lecture de ce manuscrit, consacré justement à 

l’identification d’une espèce. Nous sommes pourtant aujourd’hui capables de distinguer des 

populations un peu divergentes, même des sous-populations, les sous-arrangements sont 

déclinables pratiquement indéfiniment. Pourquoi l’espèce tient-elle alors un rôle si particulier ? 

Je crois fondamentalement que c’est parce qu’elle est à la fois très intuitive mais aussi très 

artificielle. Intuitive, car il parait évident qu’un écureuil et un âne appartiennent bien à deux 

espèces différentes. Artificielle, car elle résulte surtout de la vision que l’Homme a de la nature 

et la diversité extraordinaire du vivant et viendra toujours nuancer les règles que l’Humain 

tente de lui appliquer. D’ailleurs Darwin évoquait déjà cette vision des choses dans une lettre 

adressée à Hooker et qui concluait en ces mots ses questionnements quant à la définition de 

l’espèce : « Tout cela vient, je suppose, de ce que l’on essaie de définir l’indéfinissable. ».  
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Pourtant, je suis convaincu aujourd’hui que l’espèce a une réalité biologique, mais aussi et 

surtout une réalité et un rôle pratiques. Pour autant, l’espèce est-elle le meilleur des prismes 

pour décrire, étudier, comprendre et gérer la biodiversité ?  

La réponse à cette question est dépendante du contexte dans lequel on se place. La notion 

d’espèce a du sens pour décrire la richesse globale présente sur terre, pour décrire celle 

présente dans un écosystème particulier, pour les comparer entre eux, et ce, justement parce 

qu’elle est associée à des caractéristiques biologiques et écologiques. Elle permet donc assez 

facilement, sur la base d’un catalogue, de connaitre le fonctionnement de cet écosystème, d’en 

modéliser l’évolution et donc finalement de pouvoir le gérer durablement.  

Si l’on se place dans un contexte de lutte contre un pathogène en revanche, cette notion 

d’espèce peut, dans certains cas, manquer de précision ou ne pas être indispensable. 

Evidemment, la connaissance de l’espèce est la configuration optimale. Cependant, sans avoir 

les moyens d’obtenir ce diagnostic, il est possible de travailler sur des traits essentiels au choix 

de la méthode de lutte, tout en faisant l’impasse sur la notion d’espèce. Caractériser des 

populations en fonction de ce trait, en ayant sans aucun doute un a priori fort sur l’espèce, mais 

sans en avoir nécessairement la preuve absolue, peut alors être assez informatif pour répondre 

aux mesures de gestion : par exemple, pour notre modèle d’étude, le genre Globodera et les 

questionnements de gestion qui y sont associés. L’échelle de l’espèce indique si oui ou non ces 

pathogènes vont se reproduire et infecter des plantes. Interroger les mesures de gestion à 

l’échelle de l’espèce dans ce cas amènera sûrement à des propositions telles que, entre 

beaucoup d’autres, la rotation des cultures : notamment parce qu’à l’intérieur des espèces qui 

composent ce genre, les populations ne réagissent pas toujours de la même manière aux 

résistances des plantes hôte. En revanche, si le prisme adopté est celui de la population, les 

mesures de gestion pourront répondre plus précisément et proposer des variétés résistantes 

spécifiques aux populations (i.e. pathotypes).  

Comme toujours dans le domaine de la biologie, mais particulièrement dans celui de l’écologie, 

la réponse à toute question est dépendante du contexte. 
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ANNEXES 

Annexe 1. Résumé du rapport de stage de Héloïse Villesseche (stage de Master 2, 

2019) 
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Annexe 2. Code sous-jacent à l’algorithme créé dans ce travail de thèse (CCVA) sous 

le logiciel Python.   
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Annexe 3. Code sous-jacent à l’algorithme créé pour extraire la longueur du corps 
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Annexe 4. Biological Invasion Theories: Merging Perspectives from Population, 

Community and Ecosystem Scales 
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Annexe 5. Protocole de production de mâle et de femelles du genre Globodera et prise d’image 

pour l’exploration de l’attraction sexuelle 

 

Objectif : Optimiser et coordonner la production de mâles et de femelles le test de choix de 

partenaires. Homogénéiser l’acquisition des images pour un traitement informatique 

automatisé et optimal.  

Production de mâle et femelles  

J0. Mise en germination des tubercules de pommes de terre  

J+8. Mise en éclosion des kystes dans de l’exsudat racinaire de pomme de terre  

J+9. Dépôt de milieu enrichi en boite de Petri 

J+14/J+17. Inoculation des larves  

1L2/racine pour production de femelle (J+14) 

30L2/racine pour production de mâle (J+17)  

J+37. Récupération des mâles et des Femelles 

*Composition du milieu enrichi. 

 

Acquisition des images pour traitements informatique et exploration du choix de partenaire 

La veille de l’acquisition, déposer 5 ml de phytagel (1%) dans chaque boite ovale.  

Le jour de l’expérimentation :  

 Mettre en place le dispositif comme expposé ci-dessous.  

Fixer les paramètres de l’appareil photo à : F1/13, ouverture 3.3, Iso 250, taille 
6000*4000 Pxl  
sRGB. Ces tests ont été effectué avec un Nikon D5300 équipé d’un objectif macro 
40mm.  

 Déposer d’abord 10 femelles à chaque extrémité des boites ovale 

Déposer ensuite 10 mâles à équidistance de ces deux pools de femelles et commencer 
l’acquisition des images le plus rapidement possible. 

 Ensuite prendre une image toutes les cinq minutes pour chaque boite. Entre temps 
 déposer les dans une chambre non exposée à la lumière.  

Temps de développement supérieur de 
 G. rostochiensis par rapport à G. pallida (Environ 
5 jours de plus) 
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COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES 
 

Ci-dessous la liste des communications scientifiques effectuées pendant la thèse.  

Les abstracts des communications orales et les posters présentés lors de congrès 
internationaux sont présentés dans les pages suivantes. 

Evolution Montpellier 2018 (Poster) à Montpelier du 19 au 22 Aout. Investigate the genetic diversity of 
south Peruvian Globodera pallida. Romain Thevenoux, Laurent Folcher, Magali Esquibet, & Eric Grenier.  

Journée des doctorants IGEPP 2018 : caractérisation des espèces cryptiques au sein des complexes 
appartenant au genre Globodera. Romain Thevenoux, Laurent Folcher, Magali Esquibet, & Eric Grenier 

Journée des doctorants SPE 2018 du 27 au 29 Juin 2018 : Characterization of cryptic species in the 
Globodera pallida complex. Romain Thevenoux, Laurent Folcher, Magali Esquibet, & Eric Grenier.   

ESN (European Society of nematologist) à Ghent (Belgique) du 9 au 13 septembre 2018:  
Genetic diversity of potato cyst nematode in its native area: a novel phylogeographic study using low an
d high density markers and different geographic scales. Romain Thevenoux, Laurent Folcher, Magali 
Esquibet, & Eric Grenier.   

Journée des doctorants IGEPP 2019 : caractérisation des espèces cryptiques au sein du complexe 
Globodera pallida.  Romain Thevenoux, Laurent Folcher, Magali Esquibet, & Eric Grenier.   

Journée scientifiques EGAAL 2019 : caractérisation des espèces cryptiques au sein du complexe 
Globodera pallida.  Romain Thevenoux, Laurent Folcher, Magali Esquibet, & Eric Grenier.   

JSDA (Journées scientifiques et doctorales de l’ANSES) 2020: The hidden diversity of the potato cyst 
nematode Globodera pallida in the south of Peru. Romain Thevenoux, Laurent Folcher, Magali Esquibet, 
Josselin Montarry & Eric Grenier 

ICN 2021 (International Congress of Nematology) : Use of automated image analysis techniques for 

species identification and classification. Romain Thevenoux, Heloïse Villeseche, Laurent Folcher, Eric 
Grenier, Nicolas Parisey. Initialement prévu au printemps 2020 et repoussé suite à la pandémie mondiale 
(Covid-19).  
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A hidden diversity of Globodera pallida cyst nematode reveal in its native area.  
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Romain Thevenoux1,2, Laurent Folcher2, Magali Esquibet1, Didier Fouville1 and Eric Grenier1 

1INRA – Institut National de la Recherche Agronomique, UMR IGEPP - Institut de Génétique, 

Environnement et Protection des Plantes  F-35653 Le Rheu, France ; 2ANSES - Agence nationale 

de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du travail , LSV - Laboratoire de la 

santé des végétaux - Unité de nématologie, F-35653 Le Rheu, France. 

romain.thevenoux@inra.fr 

Potato cyst nematodes, belonging to the genus Globodera, originate from the Andes are major 
pests of potato worldwide distributed. Our knowledge of the diversity of those species in their 
native areas remains still patchy and has to be improved. A previous study based on 42 
Globodera pallida Peruvian populations revealed a clear South to North phylogeographic 
pattern with five well supported clades and a maximum of diversity observed in the South of 
Peru. In order to investigate more in depth this phylogeographic pattern, we have firstly 
genotyped a large collection of 322 Peruvian populations using a region of the Cathepsin L gene 
that shows polymorphism between the two species of potato cyst nematodes Globodera 
pallida and Globodera rostochiensis. These results suggest the occurrence of a third novel 
genetic species in the South of Peru. Secondly, we have used a set of 13 microsatellite loci to 
genotype 88 populations all coming from the South of Peru. These investigations allow us both, 
to precise the geographic borders of the previously described G. pallida genetic clades and to 
investigate the presence of any novel additional clade using a larger and novel set of 
populations. The strong correlation between the results gave by the two genetic markers allow 
us to questioning about the possible speciation occurring inside Globodera spp. Finally, Genetic 
distances observed between Globodera pallida populations are explain firstly by geographic 
distances but also by climatic and soil conditions, that questioning evolutionary process 
occurring.  
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Use of automated image analysis techniques for species identification and classification 

Romain Thevenoux1,2, Héloïse Villesseche1,2, Laurent Folcher2, Eric Grenier1, Nicolas Parisey1 

1 IGEPP, INRAE, Agrocampus Ouest, Université de Rennes 1, 35650, Le Rheu, France 
 
2 French Agency for Food, Environmental and Occupational Health and Safety (ANSES), Plant 
Health Laboratory, Nematology Unit, Domaine de la Motte au Vicomte, BP35327, 35653 Le 
Rheu, France 

Identification of taxonomy at a specific level is time consuming and reliant upon expert 
nematologists. Hence, automated species identification appears as a novel and accurate way 
to circumvent some of these limits. The analyse of data from images has recently become 
easier due to developments in computational technology. The cyst nematodes belonging to 
the genus Globodera includes species of major economic importance due to of damages 
caused in potato field. However, their identifications remain complex. Strong suspicions of 
cryptic species within G. pallida exist based on recent investigations. The creation of tools 
capable of exploring the morphological variability within this complex on one hand and 
distinguishing species already described on the other hand would be an undeniable asset.  
Thanks to novel methods of automatized digitalisation, it is now possible to study more 
morphologic data and faster. The automatization and standardisation of morphometric 
studies will i) make easier the identification of known species and ii) brought evidence about 
the evolution and differentiation inside species complex. In this study, we developed new 
metrics, relevant to automatized digitalisation. We choose 3 populations belonging to the 
European well-known G. rostochiensis and G. pallida species, the close species G. mexicana 
and the cryptic species suspected in Chile. For each, 30 individuals were photographed and 
used to build an automatized method, using up-to-date image processing in aim to predict 
metrics. First step was to predict simple metric, as body length, and detect anatomical parts 
for, in a second step, predict more accurate metrics in the head or tail of infective juveniles. 
We showed that using such image analysis we are able to accurately detect anatomical parts, 
predict simple metrics and distinguish G. pallida from G. rostochiensis. We are also able to 
accurately predict metrics for 30% of novel infective juvenile and then assign them to one of 
these species with a confidence of 95%. We also showed that thanks to these new metrics and 
the high number of infective juveniles that were analysed, a morphologic distinction can be 
observed between G. pallida and the Chilean populations which are suspected to belong to a 
cryptic species. Nonetheless, we are today not able to distinguish these populations from G. 
mexicana. These data represent a new contribution towards an improved species 
identification and description inside the Globodera genus. 
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Titre :  Mise en évidence et première caractérisation d’une espèce cryptique au sein du complexe 

Globodera pallida 

Mots clés :  nématode à kyste, taxonomie intégrative, morphométrie automatisée, diversité génétique 

Résumé :  Les nématodes à kyste du genre Globodera sont 
parmi les phytoparasites les plus étudiés de par l’impact 
économique qu’ils peuvent engendrer sur les productions 
agricoles. Originaire des hauts plateaux de la cordillère des 
Andes ce genre aurait été importé en Europe à la fin du XIX 
siècle. L’existence d’un complexe d’espèce cryptique chez 
G. pallida, nématode phytoparasites d’importance au sein 
du genre, est questionnée. La révision taxonomique de 
cette espèce peut avoir des conséquences fortes en termes 
d’épidémiologie, d’évaluation et de gestion des risques. 
Durant ce travail une approche de taxonomie intégrative 
impliquant trois champs disciplinaires, génétique, 
morphométrique et biologique, a été développée sur un 
panel de populations sud-américaines pour délimiter de 
nouvelles frontières au sein de cette espèce.  L’exploration 
de la diversité génétique a permis de révéler l’exitence de 
deux groupes fortement distants de G. pallida 

Cette étude questionne aussi les processus impliqués dans 
cette divergence qui semblent distincts pour ces deux 
groupes. L’existence d’une différenciation morphologique a 
été observée grâce à un outil d’analyse d’image automatisé 
créé spécifiquement pour ce travail. Le développement de 
l’outil constitue une approche novatrice pour l’étude de la 
morphométrie dans ce genre et plus généralement chez les 
nématodes. Cette différenciation s’appuie sur l’intégration 
combinée de trois métriques adaptées à la morphométrie 
automatisée. Enfin, l’étude de la capacité de ces entités à 
se développer aux dépens de certaines plantes a elle aussi 
rapporté des disparités en fonction des groupes étudiés 
grace à l’investiguation de l’aspect quantitatif de la 
multiplication de ces nématodes sur ces plantes. 
L’ensemble de ces résultats donne aujourd’hui la légitimité 
nécessaire pour pouvoir proposer l’existence d’une nouvelle 
espèce. Cette découverte interroge sur le besoin d’adapter 
les méthodes de surveillance et de lutte actuelles vis-à-vis 
des nématodes du genre Globodera.  

 

Title:   Highlighting and first characterization of a cryptic species within the Globodera pallida complex 

Keywords: Cyst nematodes, integrative taxonomy, automatic morphometry, genetic diversity 

Cyst Nematodes of the genus Globodera are among the 
most studied plant parasitic nematodes because of their 
economic impact on crop production. Originated from high 
plains of the Andes, this genus would have been imported 
in Europe during the late XIXth century. The existence of a 
cryptic species complex within G. pallida – one of the most 
damaging species in the genus – is questioned. The 
taxonomic revision of this species could have major 
consequences on both risk assessment and management. 
During this work, an integrative taxonomic approach was 
implemented and has involved three disciplinary fields: 
genetics, morphometry and biology. Genetic diversity 
investigation revealed two groups differing from G. pallida. 
This study also raises the question of the processes implied 
in this divergence, apparently distinct for these two groups 

Morphological differentiation was also demonstrated with an 
automatic image analysis tool. This tool was specifically 
developed for this work and is an innovative approach in 
studying the morphometry of this genus.  This differentiation 
is based on the combined integration of three metrics 
adapted to automatic morphometry. Differential study of 
each entity ‘s host-range showed differences between 
studied groups. This differentiation is observed thanks to the 
investigation of the quantitative aspect of the nematode 
multiplication. Overall, these results bring the necessary 
evidence to claim the existence of a new species. This 
discovery questions the need for adapting surveillance and 
management methods against nematodes of the genus 
Globodera. 
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