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Présentation de I'entreprise.

L'URZF est une unité de recherche, située a Ogléappartenant au département
Ecologie des Foréts, Prairies et milieux AquatiqiieFsPA) de I'INRA. Les travaux réalisés au
sein de l'unité portent sur la caractérisationaatitsur le plan génétique, physiologique et
comportemental, des populations d’'insectes fomsstievahissants ou en expansion sous l'effet
du changement climatique, que sur l'analyse desamg&mes gouvernant la réussite des
invasions biologiques d’insectes, sur la mesureridggies écologiques et économique, tout
ceci afin d’en déduire des mesures de gestion.

Les recherches sont déclinées suivant deux voletBopulations en expansion sous
I'effet du changement climatique » et « Invasionsl@jiques ». Elles s'appuient sur une
démarche pluridisciplinaire associant des cherchepgécialisés en entomologie, écologie,
géneétique, physiologie et mathématiques appliqués.

L'URZF est dirigé depuis 2018 par la directrice rdeherches Marie-Anne Auger-
Rozenberg, succédant au docteur Alain Roques. t€ucomporte 18 permanents dont 1
assistante-ingénieur : Emmanuelle Magnoux, 5 clsadgé&echerches : Mathieu Laparie, Carlos
Lopez-Vaamonde, Christelle Robinet, Jéréme Rousselzaniel Sauvard, 1 directrice adjointe
: Sylvie Augustin, 1 entomologiste : Olivier Dendxinformaticien : Régis Phelut, 1 ingénieuse
d’études : Béatrice Courtiel, 1 gestionnaire d'@niMarie Millier, 1 maitre de conférences :
Géraldine Roux et, 4 techniciens de recherche xiglBernard, Claudine Courtin, Philippe
Lorme et Patrick Pineau.

Fondé en 1946, I'Institut national de la recheagr@nomique (INRA) est un organisme
francais de recherche placé sous la double tutelMinistére de la Recherche et du Ministere
de I'Agriculture. Il est le premier institut de heerche agronomique en Europe et le deuxieme
en sciences agricoles dans le monde. L'Inra menesgdberches au service d'enjeux de société
majeurs. Il bénéficie de partenariats avec deseusités et de grands instituts de recherche
scientifique dans le monde.

Les travaux de I'INRA concernent trois champs deherche en forte interaction :
I'agriculture, I'alimentation et I'environnemente& recherches faites dans cet institut ont aussi
pour ambition de relever les grands défis planésatte demain dans une perspective de
développement durable : assurer la nutrition huenairla valorisation des territoires dans un
contexte de changement climatique et d’épuisementekssources fossiles.
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Introduction

A la surface de la planéte, les frontiéres ne gastjuridiques, fruits de I'imagination
de I'étre humain. Pour le vivant, il n’existe quesdobarriéres biogéographiques, des barriéres
écologiques, limitant ou empéchant la dispersianxelles, selon les traits de vie des especes,
se trouvent les chaines de montagnes, les landegidées ou encore les mers. De nombreuses
especes sont constamment en mouvement, cherchieateaser ces barrieres, modifiant au
cours du temps leur répartition géographique aditrouver la meilleure niche écologique pour
leur survie. Ces nombreux déplacements sont soumnintentionnels et peuvent provoquer
des invasions biologiques. Celles-ci affectentgepulations d’espéces natives et peuvent
diminuer la biodiversité (McKinney & Lockwood, 1999Mack et al, 2000). L’invasion
biologique est un phénoméne ou une espéce exoégumlonisant un nouveau milieu, devient
envahissante au détriment des autres especes, I'doethumain, en ayant un impact
écologique, économique et sanitaire. Le terme essaht est important, car une espece
exotigue s’installant dans un nouveau milieu njes forcément invasive, pouvant trouver un
équilibre avec les espéces déja présentes sarey #lé¢osystéme. Ce phénoméne se décline
en trois phases : I'introduction, I'établissemenitexpansion (Sakagt al, 2001).

Le rythme des introductions et des établissemeértpdce allochtones n’a jamais été
aussi élevé qu’actuellement. Les arthropodes teesesont les invasifs les plus courants, avec
globalement un taux d'arrivée qui a doublé cesi€lers décennies, et dont la majorité des
especes répertoriées sont des insectes (Roquéh)2D’espece envahissante peut ne pas avoir
d’'impact sur son nouveau milieu et I'écosysteme @ddj place, mais elle peut néanmoins le
perturber, pouvant devenir un ravageur (Rodrigeteal., 2005 ; Haaclket al., 2010). Cela
entraine des pertes financieres tres importantes lgasecteur agricole et forestier. De plus,
cela peut conduire a des menaces pour la santéififmaoustique tigre) et la biodiversité
(frelon asiatique, capricornes asiatiques, ...) (&L82 Roquest al.2015). Cette augmentation
exponentielle des phénomenes d’'invasion est fomefiée a I'anthropisation, 'augmentation
des transports de marchandises et de personnegnhémtation du commerce mondial est un
des facteurs contribuant a lintroduction non iti@melle et & la survie d’organismes
(champignons, insectes...) dans de nouvelles zonegraghiques €loignées de leur région
d’origine (annexe 1). Dans ces conditions, le pp@ae barriere géographique n’existe plus,
les especes étant transportées d'un point a ure auec facilité, seule la condition
environnementale de la zone d’introduction peld étr frein a I'invasion.

En Europe, nombreuses sont les espéces exotiaguasissantes (EEE). Environ 12 000
ont été introduites depuis d’autres continentsransportées d’'une région a une autre. Parmi
celles-ci, un grand nombre d’espéces provienneAsid, bénéficiant des forts volumes
d’échanges commerciaux avec ce continent pour lirardes barrieres biogéographiques
(Roques, 2010 a,b ; Eschen et al, 2017). En adégs un contexte d’évolution structurelle du
secteur horticole a I'échelle mondiale (Wideher€atlic, 2006 ; Dehnen-Schmutz et al, 2010 ;
Maxwell et al, 2014 ; Van Kleunen, 2018), de plapkis de données s’accumulent pour montrer
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gue le commerce de plantes ornementales constiueoute d’invasion majeure (Liebhold et al,
2012 ; Roques, 2010b, Eschen et al, 2017). Au cdeirka période 2005-2014, le secteur de
I'horticulture ornementale serait responsable demiajorité des introductions d’insectes
d’'importance agronomique en France (75%), notamroelni des plantes ligneuses (arbres,
arbustes) et des palmiers correspondant pour fideb@ des essences ornementales (contre
5% pour la période 1950-1999, et 61% pour la pér2@00-2005) (Martineet al. 2014). On
peut donc dire que le commerce de plante est urredgmnsables majeurs des transports
accidentels des especes envahissantes. Les espamepies envahissantes sont souvent
introduites avec leurs plantes hotes, comme lepsydu chataignieDryocosmus kuriphilus
(Avtzis & Matosevic, 2013), le charancon du palniérynchophorus ferruginews la pyrale

du buis Cydalima perspectaligBella, 2013) mais elles peuvent aussi étre intited sur
différents types de support comme le capricornatigsiec Anoplophora glabripennigvVaes-
Petignat & Nentwig, 2014) ou la punaise nord- ananieLeptoglossus occidental{Eesieur

et al. 2014). Une fois sur leur nouveau territoire, l&@xpansion (et pas seulement leur
introduction sur celui-ci) peut étre facilitée patransport de plants infestés. Leur propagation
devient alors extrémement rapide et massive, iniplesa éradiquer, on parle d’expansion
fulgurante dans les zones envahies.

Une majorité des insectes invasifs en Europe aatiqee, I'Asie étant devenue un
acteur important dans le secteur horticole (RoR@%) ; 51% des espéeces d’origine asiatique
selon Martinezt al, 2014). La Chine est I'un des plus grands paydymteurs et exportateurs
de plantes d’ornement pour I'Europe. En Europesace les Pays-Bas qui dominent le marché
des plantes ornementales, aussi bien dans la giodwgie dans I'importation en provenance
d’Asie (Cadic & Widehem, 2006). lIs redistribuerdnt autant des plants produits en interne
gue des plants importés de Chine vers d’autres gaypéens, ce qui en fait un point d’entrée
de plants infestés et une plateforme de redistdbu I'intérieur du marché unique européen.
De plus, avec 'augmentation du commerce sur ietezhl’essor de la grande distribution, que
ce soit avec les supermarchés généralistes oualeigries spécialisées, les pays qui
produisaient eux-mémes leurs plants d’'ornement avesecteur horticole moins concentré
(géographiguement et en nombre et taille d’entsegii tel que la France, ne sont pas capables
d’offrir de tels volumes. lls sont poussés a impodepuis d’autres pays européens tels que les
Pays-Bas ou les pays asiatiques des produits sthsgmsur 'ensemble du marché et vendus
en masse dans toutes les villes. Depuis la chutewduqui séparait I'Europe de I'Est et de
I'Ouest, et la suppression des barrieres douani@tesnes au continent, ces mémes pays
exportent aussi vers les pays de I'Europe Cent@ieme la Hongrie ou ceux entourant la Mer
Noire telle la Russie (Gninenlat al. 2014). Tout ceci multiplierait les points d’intnaction en
Europe et les phénomeénes dit « tétes de pont bridgehead effe§tou un premier foyer sert
de source aux suivants (Lombaert et al, 2010). ispetision passive via ces transports
accidentels peut donc constituer un facteur d’&aébn de I'expansion. Pour finir, une fois
plantés, les arbres ornementaux modifient les ggegsdurablement et sont disponibles pour
servir également de tremplin a la dispersion actiette modification du milieu peut donc étre
un autre facteur anthropogénique d’accélératioredpansion.
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La pyrale du buisCydalima perspectalig§Valker, est un Lépidoptére de la famille des
Crambidae présente naturellement en Chine, Cor&apen. Cet insecte est un défoliateur qui
réalise son développement sur une quinzaine d’espgBarbres du genBuxus(Castellst al.,
2011). Son succes a la vente engendre le mémespusceommercial que les autres plantes
ornementales. Son commerce et ses importationgsdefsie, grand producteur de buis, ont
ainsi fortement augmenté, emportant avec lui cegges clandestin. Depuis 2007, ce serait de
'ordre de 10 millions de pieds qui auraient aiég importés (Eschen, comm. pers.). Son
invasion en Europe a été fulgurante (Brua, 2018asBt al 2016 ; Roque®t al 2018.

C perspectalig été observeé pour la premiere fois en Allemagn2087 a Weil am Rhein, puis
cette espece s’est propagée dans de nombreux pdisudope et du Proche-Orient, ou elle
constitue une menace autant pour le patrimoinerelafiouxaies natives) que culturel (parcs et
jardins & la francaise). Cet insecte est emblémmatips processus contemporains d’invasions
biologiques chez les insectes phytophages, queiteus niveau de la phase de transport et
d’introduction (a une échelle intercontinentale)dmila phase d’expansion dans l'aire envahie
(a une échelle intra-continentale). Qu’elle soigdee ou active, I'expansion @e perspectaligst
attendue pour avoir laissé dans les populationia dene envahie une signature génétique, qui
couplée aux données commerciales du buis, doitgitnerde reconstituer les routes empruntées
par cet invasif. L'utilisation de marqueurs molé&ids permet d’estimer la variabilité
génétique et d'inférer les processus responsablésfdcon dont elle se répartit et se structure
dans le temps et I'espace. Tres peu d’études gerestont été réalisées chez la pyrale du buis.
A lissue dune analyse phylogéographique fondée #a diversité de marqueurs
mitochondriaux (& hérédité maternelle) dans desulptipns natives (Asie) et introduites
(Europe) de I'espéce, Brasal.(2016) ont cependant déduit qu’outre une origimaaise des
migrants, plusieurs introductions seraient proktmbdidrey Bras a ensuite consacré sa thése
(2015-2018) sur le tracage génétique de la pynalleuis depuis son aire d’origine a I'Europe
et la France en utilisant des marqueurs plus palghes, biparentaux et codominants, de type
microsatellites (Bras, 2018).

Le sujet suivant découle de ces études génétigués gyrale du buis, afin d’étudier la
structure génétique des populations a une écheliefipe, en France et en Région Centre Val
de Loire. Le but étant de comprendre comment é&digt propagée aussi rapidement dans le
pays. L’hypothése est qu’une fois introduite via daportations de Chine vers I'Europe, le
commerce de plants ornementaux a également aceal@répagation en Europe en multipliant
les points d’introduction. La propagation de cettpece résulterait donc a la fois de la
dispersion active (vol des papillons) et de la elispn passive (transports accidentels via les
activités humaines). Parallélement a I'étude didpersion active en manége de vol entreprise
dans le laboratoire (approche directe, mais présécertains biais), je me suis intéressée a la
dispersion effective a travers I'étude de la stiteegénétique dans la zone envahie, qui résulte
a la fois des événements d’introduction et de $pelision active (approche indirecte). Une
introduction correspond au transport et a I'étalelsent d’'un nombre généralement limité
d’individus, ce qui se traduit par un effet dit dendation. Le goulot d’étranglement
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démographique (effectif efficace réduit) entraine téduction de la diversité génétique et une
distorsion des fréquences alléliques par rappdat @opulation source (plus ou moins fortes
selon I'importance du goulot). Les populationsadtrites peuvent se différencier les unes des
autres, car elles sont originaires de populationsces elles-mémes différenciées, mais aussi
car I'effet de fondation est un processus de nataehastique. Le « tirage » des alléles dans la
population source étant aléatoire (et non-exhgudgs introductions indépendantes conduisent
a des distorsions de fréquence différentes, et donme différenciation des populations
introduites indépendamment qui est détectable aescmarqueurs génétiques neutres. La
dispersion active va ensuite conduire & un « nagess &dmixturé) plus ou fort entre ces
populations a une échelle de temps et d’espacedapend des capacités de vol de I'insecte
(distance pouvant étre parcourue entre le site efgemce et le lieu de ponte qui varie entre
espéeces mais aussi ente individus au sein d’'urecesproir par exemple Klein et al, 2006),
ainsi que de la structure du paysage qui les sépardispersion passive due aux transports
accidentels peut également conduire a des sigsadi@@mixturelorsque plusieurs sources sont
mélangées pour fonder une nouvelle population, fegatron spatial ddmixtureattendu est
différent (présentant des discontinuités spatialedieu d’'un gradient en cas de dispersion
active de proche en proche). Pour cela, des marsjugarosatellites ont été utilisé pour décrire
I'histoire actuelle de I'invasion en génotypanféiientes populations en France afin de préciser
les zones sources et les scénarios d’invasion éisgersion possibles en se basant également
sur les données historiques disponibles (signaltsysen le terrain). Pour étre plus précis, ce
sont les empreintes de ces processus dans laus&rggnétique qui ont été recherchées au sein
des populations (annexe 2).

J'ai choisi ce sujet de stage a été choisi en maisol'aspect invasif du modéle étudié,
mais aussi génétique. La génétique est un domamggnaitrisais moins et pourtant important
autour du concept d’invasion afin de comprendrerguoai de plus en plus d’espéeces
allochtones arrivent a s’intégrer dans de nouvemubeux. Cette étude m’a permis de
comprendre son importance et de maitriser le sOgstage aussi m’a permis d’apprendre de
nouvelles techniques autour de la génétigue enddw®nnaissances enrichissantes.
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Synthese bibliographique.
1. Cydalima perspectalis, la pyrale du buis.

Cydalima perspectali@Valker, 1859) est un Iépidoptére de la famille @eambidae et
de la sous-famille des Spilomelinae. Avant d’envarra cette taxonomie, la pyrale du buis
s’est vu attribuer différents noms de genre depaiisarrivée en EuropdPalpita Hiibner, 1808,
GlyphodesGuenée, 1854 @&teoglyphodeStreltzov, 2008. Finalement, en 2010, Mally et dNus
ont clarifié la situation suite a des études molgdique et la pyrale du buis fut classée dans le
genreCydalima

1.1. La biologie deCydalima perspectalis.

Ce papillon nocturne est facilement reconnaissaltli@ge adulte. Il présente des ailes
blanches ou brunes avec des irisations dorée®lecees. Son envergure moyenne est de 36
mm et de 44 mm pour son maximum. Les deux sexesssemblent, le male ayant seulement
a l'extrémité de son abdomen une coloration bruns ptendue. Il posséde également des
touffes de longues écailles odoriférantes dévagd@sah’'imago deC. perspectalisie peut étre
confondu avec d’autres especes locales en raisea thille et de ses motifs caractéristiques
blanc et brun. L’espéce présente trois formesmiits (figure 1) : une forme classique blanche
avec les extrémités des ailes et du corps brue yvariante de la premiere forme avec en plus
une bande brune sur le bord inférieur des ailegrigotes ; enfin, il existe une forme
entierement brune hormis une tache ovale blanahlesailes antérieures (Brua, 2014). C'est
sous la forme imago que la pyrale du buis effestupropagation naturelle.

Fig. 1: Imago de Cydalima perspectalis sous forme a) @jassblanche, b) brune et bande
brune. (Photo de Zoran Bozovic, Josef hlasek einng)

La femelle peut pondre jusqu’'a 600 ceufs en une isemares de 1100 ceufs sur
I'ensemble de sa vie, chaque ponte comportant Qéee2d’ceufs sous forme de petits paquets
(Taboneet al, 2015). Pendant ses 15 jours de vie imaginaldletne s’accouple gu’une fois,
la femelle peut pondre plusieurs fois. Les ceuf$ sonds et aplatis et se chevauchent comme
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des écailles de poisson. A travers leur surfacegaai translucide, on peut observer un point
noir, qui est la capsule céphalique de la chenukte avant I'éclosion.

Les larves possédent 5 a 7 stades. Au dernier, dtéadeenille peut faire jusqu’a 35-40
mm de long. Son corps est a dominance vert claié ®ngitudinalement de vert foncé, de
jaune clair et de blanc (voir photo de couvertuelp posseéde également des verrues noires et
des longs poils blancs isolés. Au niveau de lag#rbracique, la chenille posséde 3 paires de
pattes jaunes et 5 paires de fausses pattes atalemiBa téte noire et luisante se démarque du
reste du corps. A l'automne, les jeunes chenillesierniere génération vont tisser un petit
cocon entre deux feuilles de buis pour y faire ldiapause. Le développement s’arréte
jusqu’aux premieres chaleurs du printemps ou edpsennent leur activité et terminent leur
développement.

Au stade nymphal, les chenilles a maturité tissartocon de soie. La chrysalide atteint
21 mm de long et est observable sur les feuilldsui'e Comme la chenille, elle est de couleur
vert clair et jaune clair avec quatre lignes brancE séparé par des lignes claires au niveau
dorsale. Sur I'aréte dorsale s’y retrouve une bdmde orangé. La cuticule est translucide tout
comme l'exuvie. Si elle est dérangée, elle agig@ureusement son extrémité abdominale.

La pyrale du buis est un insecte polyvoltin et peudir 2 & 4 générations par an (site
Ephytia). En France, elle effectue en général tpddes de développement accompagné de 3
pics de dégats : au début du printemps (mars B,aen été (mi-juin - juillet) et au début de
'automne (septembre - novembre) (Brua, 2013) (8d2). Aprés I'éclosion, le développement
larvaire est rapide et peut durer entre 17 et 8isjeelon la température (15-30°C) et la source
de nourritures (fiche technique Cabi). Les larvegent en diapause I'hiver, celle-ci étant
induite par les jours qui se raccourcissent (\Wad42.

Fig. 2: Cycle biologique de la pyrale du buis. La chenijieé posséde trois cycles dont une a
la particularité de faire une diapause pendantVéi.

1°" cycle

1 ponte : ~25 ceufs.

Adulte :
1 semaine.

< 4
Lo

5 a7 stades.

Chrysalide : 1 semaine.
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1.2. Les hotes, les origines potentielles et legem de propagation connues de
Cydalima per spectalis.

L'origine de la pyrale du buis est asiatique, pése étant présente naturellement en
Chine, en Corée et au Japon. En 2016, Brak ont montré que les haplotypes mitochondriaux
retrouvés en France sont en faveur d’'une origineoitde, malgré une faible structuration
génétique de la pyrale en Asie (et I'absence diilians japonais). L'utilisation de marqueurs
microsatellites et le recours a la méthode DIY ABE montré qu’il est vraisemblable qu’elle
provienne de provinces cotieres de Chine orier@our de Shangai) qui font partie des
principales régions chinoises productrices de Htlies ont également montré qu’il a eu au
moins trois événements indépendants d’introducipartir de cette seule région source. Dans
son aire d'origine, la pyrale du buis fait son déppement sur une quinzaine d’espéces
appartenant au genBuxusdontBuxus microphyllatrés présent en Chine et utilisée en Asie
comme plante ornementale dans les jardins et les panais elle a également été signalée sur
3 autres especes de ligneux : le houx a feuillesgres [lex purpureg, le fusain du Japon
(Euonymus japonicy<et le fusain ailée Euonymus alatys(Casteels et al, 2011). Les larves
peuvent défolier complétement un buis et en ragoteur activité pendant toute la saison de
croissance, et en cas d'attaques répétées, ldaeplainont pas le temps de se rétablir et peuvent
en mourir (Van der Straten et Muus, 2010).

C’est en mai 2007, dans une agglomération allemanodehe de la Suisse et de la
France : Weil-am-Rhein, qué. perspectalisa été signalée pour la premiere fois (Kruger,
2008). La pyrale fut sujette a une expansion fulgte en Europe, elle est désormais présente
dans une quinzaine de pays (Bella, 2013) : Sutses-Bas (2007), Slovénie, Autriche, France,
Grande-Bretagne (2008), Belgique, Liechtenstealiel{2010), Turquie, Hongrie, République
Tcheque, Roumanie (2011), Croatie (2012), Slovadua@emark et Russie (2013) (figure 3).

En France, elle a été apercue en premier a Sainslen aolt 2008, proche de Weil am
Rhein, puis rapidement a Strasbourg en octobre godlitraueset al, 2009).

En Europe, la pyrale du buis n’a pas été obseriiéaira que sur les buis ; de plus, le
buis communB. sempervirensest tres utilisé en ornement (Brua, 2014). En é&ag.
perspectalisa mis moins de sept ans pour s'implanter avedtweet dans 17 régions et 52
départements (figure 4), démontrant la grande dyopaerd’expansion du papillon.
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Fig. 3: Carte restituant les signalements de la pyralebdis, Cydalima perspectalisen
Europe. L’étoile correspond au premier signalenegeweil-am-Rhein (Rousselet, 2018 ; Bella,
2013).

Fig. 4: Cartes de présence certaine de la pyrale du Buiperspectalisiepuis sa premiere
détection en France en 2008 jusqu’en 2016 (Brua420a) Premiére observation de la pyrale
en France en Alsace 2008 ; b) En 2011, 4 nouveldssrvations €loignées les unes des autres ;
c) En 2016, plus de 79 départements sont envalistrant une invasion fulgurante en méme
pas dix ans.

(©)

|

vers 2011 ‘

2. Comprendre linvasion biologique pour comprendre I'expansion de
Cydalima perspectalis.

2.1. Quelques rappels de base sur les invasionslbgiques.

L’invasion biologique est un phénomeéene qui se ddgmmse en trois phases :
I'introduction, I'établissement et I'expansion. Cjug phase agit comme un filtre, car dépend
de la capacité des individus a franchir chacunebdeseres rencontrées. Ainsi, ce processus
peut échouer et I'introduction d’espéce exotigueedant envahissante est minoritaire en cas
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d’absence ou de rareté en plantes-hotes, de comslitllimatiques défavorables, voire de
présence de prédateurs, de pathogenes ou de cmurgetlans la nouvelle aire de répartition.
En absence de ces facteurs de régulation, 'espéitEue se trouve favorisée par rapport aux
autres espeéeces locales et peut connaitre une expal@snographique et spatiale (annexe 3).
L’invasion biologique présente plusieurs scénaracrit par Facoret al. en 2006

(figure 5). lls décrivent comment le succés desasins biologiques peut étre affecté par
différents facteurs tels que la migration de I'onigme envahissant, les paramétres
environnementaux de la zone envahie et I'évolutidarne de I'organisme envahissant. |
existe trois sceénarios d’invasions théoriques bssi: le changement de migration, le
changement de I'environnement et le changemenugaCes théories ont été basées sur des
extrémes, et des cas intermédiaires peuvent te@ssiei produire.

Fig.5: Scénarios d’invasion théorique (Facon et al., 2006s lignes en pointillées représente
les caractéristiques de la zone envahie, tandislgugne continue sont celles des espéces
envahissantes. Le premier contact (par migratiooieptiel entre I'espéce et la zone envahie
et le début des processus d’invasion se font aeanive la fleche. (a) Scénario 1 : I'invasion
de fait par simple changement migratoire de I'egpdb) Scénario 2 : Le milieu subit des
changements permettant lI'installation d’espéce arssante. (c) Scénario 3 : Une espéece subie
des changements génétiques la rendant envahigsantein milieu donné. (d) Scénario 1+2 :
scénario mixte entre le 1 et le 2, il faut un chement dans la migration et le milieu pour
déclencher une invasion.

(a) (b) (c) (d)

Characteristics of the invaded area

and of the invasive species

Time

Time

TRENDS in Ecology & Evelulion

2.2. Le role de la génétique dans l'invasion d’'unouveau milieu.

Le succés ou I'échec d'une invasion biologique astsi influencé par des facteurs
génétiques. En général, on considére que plus itlg diversité génétique, plus I'espéce a de
chances de s’adapter a son nouveau milieu, maigd, ou les individus introduits, peuvent
aussi étre, par chance, préadaptés a leur nouviiau et prédisposés a étre envahissants.
Cependant, il existe des paradoxes géenétiqueskagla de I'invasion (Allendorf et Lundquist,
2003). Une population introduite est généralemanaatérisée par une faible abondance et
présente une diminution de diversité génétique &aas un goulot d’étranglement. Ce petit
effectif peut donc provoquer une dérive génétigeidadpopulation introduite, mais également
engendrer de la consanguinité. En paralléle, ceslations introduites vont souvent devoir
cOtoyer les especes autochtones du nouveau miliesant déja adaptées aux conditions
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locales. Cependant, I'absence de co-évolution geespéces introduites peut étre un avantage
majeur. Dans leurs nouvelles aires de répartitiore espéce exotique ne rencontrera pas
forcément ses régulateurs naturels, favorisantd&pansion démographique (Colawtial,
2004).

Pour faire face a ces paradoxes, les populatianedintes doivent avoir un effectif
minimal assurant leur viabilité (Allendorf et Lundsgt, 2003), ce qui peut se produire en cas
d’introduction massive (rarement le cas) ou d'idtrations multiples apportant du matériel
génétique et contrebalancant I'effet de la dérigaégique (Sakagt al, 2001). Lorsque ces
premieres introductions sont réussies, ces popukinstallées peuvent aussi servir de source
pour l'infestation de nouvelles régions, tel quaribaert et al, 2010 le décrit podarmonia
axyridis, la coccinelle asiatique.

3. Les microsatellites : leur intérét.

3.1. Les propriétés des microsatellites.

Les microsatellites sont composés de motifs d’wgixanucléotides répétés un grand
nombre de fois dans les génomes nucléaires deufzanldes taxons. lls sont donc aussi
appelés : séquences répétées en tandem ou SSRe(Seruence Repeats). Un locus de
microsatellite varie généralement d'une longuetneen et 40 séquences répétées, méme s'il
est possible d’observer des chaines plus longuespéétions. Les répétitions de dinucléotides,
trinucléotides et tétranucléotidiques sont les xles plus courants pour les études génétiques
moléculaires ; d’autant plus que les répétitiomudiéotidiques représentent la majorité des
microsatellites pour de nombreuses especest(hi. 2002). Les répétitions trinucléotides et
hexanucléotidiques sont les classes de répétitimmsusceptibles d'apparaitre dans les régions
codantes, car ils ne provoquent pas un cadre derde¢Tothet al. 2000). Pour finir, les
répétitions mononucléotidiques sont moins fiablesagéson de problemes avec I'amplification
(Li et al. 2002). La variabilité étant la « matiere premigréu généticien, les microsatellites
avec leur grand nombre d’alléles fournissent urt dagré d’'information.

Ce qui rend les microsatellites intéressants €8 guossedent un fort taux de mutation
caractéristique (Kelkaet al, 2010). Ce taux de mutation élevé rend les mitetigas
fortement polymorphes et repose sur le nombre tBanie répétition constituant le SSR,
changeant d’'un individu a l'autre. lls mutent sontvear des erreurs de glissement et lors des
checkpoints correctifs lors de la réplication DN ; ceux-ci modifient principalement le
nombre de répétitions et donc la longueur de ldnehde répétition. De ce fait, les alléles
different en longueur et ils peuvent étre distirggpar électrophoréese sur gel a haute résolution
ou dans un séquenceur a capillaires. De nombregxosaitellites ont des grands taux de
mutation (entre 18 and 16 mutations par locus par génération, et en moy@nb@®) qui
génerent des niveaux élevés de diversité allélipammssaire pour les études génétiques des
processus agissant sur des échelles de temps igc@sdSchlétterer, 2000). Les marqueurs
microsatellites sont plus variables que les séqgenttochondriales utilisés dans les études
phylogéographiques, et contrairement a eux, il$ généralement isolés a partir du génome
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nucléaire et sont donc a hérédité biparentale.r@wament a d’autres marqueurs moléculaires
comme les AFLP ils présentent I'avantage d'étre codominants @esix alléles sont
détectables chez un individu hétérozygote). Géagraht plus abondants dans des régions non
codantes, ils sont neutres vis-a-vis de la séle@i@onstituent de bons marqueurs pour inférer
I'histoire des populations. Pour détecter le brgessgénétique, les microsatellites sont assez
efficaces (Claytoret al, 1998 ; Gill, 2001) et sont particulierement aéappour I'étude de
I’admixture quand deux populations précédemment isoléesnétigaement différenciées se
mélangent (Vignal et al, 2002). De plus, les miatebites sont plus utiles pour détecter les
expansions récentes de la population ; en eftetcdmulation de nouvelles mutations, qui
renseigne sur I'expansion de la population, néeedsis périodes courtes pour faire évoluer
rapidement loci (Moriret al, 2004).

3.2. Quels sont les limites des microsatellites ?

Les microsatellites présentent certains inconvésieune phase de développement long
et colteux et un deébit relativement faible en migte difficultés pour la gestion de
'automatisation et des données. Par conséquetitisdition continue de microsatellites
dépendra probablement de la possibilité de surmaetgaines de ces limitations (Guichoux,
2011). Pour commencer, le grand nombre d'alléletopas microsatellites, implique que pour
une estimation précise des fréquences alléliguest inécessaire d’avoir des échantillons de
grande taille. Ensuite, il y a plus de risque diab@aucoup de mutations spontanées avec les
microsatellites dans une lignée donnée, ce qui mdre difficile la reconstruction de le la
filiation génétique (Ellegren, 2000). A cela, leuxaélevé de mutation récurrente des
microsatellites, avec des risques d’homopfadeetaille, font d’eux de mauvais indicateurs de
I'histoire des populations a une grande écheltem@s (Liet al, 2002 ; Ellegren, 2004 ; Morin
et al.,2004 ; Schlétterer, 2004). De plus, la variabiiténiveau des marqueurs microsatellites
hautement polymorphes peut ne pas exactementerefétliversité génomique sous-jacente
(Vali et al, 2008 ; Ljungqviset al, 2010). Il peut également exister des allélesdrisls » du
fait de mutation au niveau du site d’accrochagkadeorce empéchent I'amplification par PCR
de certains alleles. Les hétérozygotes allele aliéle amplifié apparaissent homozygote pour
I'alléle amplifié, ce qui fausse I'estimation dédtérozygotie et crée des écarts a I'équilibre
d’Hardy-Weinberg artefactuels.

La seule méthode utilisée pour le dosage des naiterltises est I'électrophorese sur gel
capillaire couplée a une détection a base de foerece (Butleet al., 2001 ; Koumiet al,
2004). Les amplifications PCR utilisés pour les $3&Rlent plus difficile I'étude d’échantillons
d'ADN fortement dégradés, tels que des matiereddéou des échantillons mal conditionnés
(Seddoret al, 2005 ; Morin & McCarthy, 2007).
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Stage

1. Matériels et méthodes

1.1. Matériel biologique.

Des chenilles de&Cydalima perspectaliprélevées sur différents sites de la France
(annexe 4) ont été utilisées pour les extractias ADNSs, ainsi que des imagos venant de
Legnano et Lucques en Italie (30 individus chacda)Delémont en Suisse (21), de Andel au
Pays-Bas (28) et de Weil-am-Rhein (Allemage) entSlabuis (France) regroupés en une
population (30).

Des chenilles de différents stades larvaires ofitpéélevées et conservées dans de
I'alcool & 90°. La taille des échantillons étaitda 30 individus selon les sites. Les chenilles
des premiers stades, petites, ont été utiliséenter, tandis qu'un segment a été prélevé sur
les plus grosses. Dans la mesure du possiblehérslies génotypées provenaient de collectes
sur des pieds de buis difféerents afin de minimiserisques d’apparentement. Toutefois, pour
certaines populations a basse densité, deux aeguaividus du méme pied ont pu dans de
rares cas étre utilisés. Pour les adultes, une pattlu muscle thoracique a été prélevée.

1.2. Extraction et purification de I’ADN.

L’extraction et la purification de 'ADN ont été ifas avec le kit QIAGEN. Les
échantillons de chenilles ont été lavés a l'eatilldis ; puis ont été placées dans des tubes
Eppendorf contenant 180ul de tampon d’extractiamfton de lyse Buffer ATL), avant d’étre
broyées manuellement. 20l de protéase K ont gtétée et les tubes ont été incubés pendant
toute une nuit au bain-marie a 56°C.

Le lendemain, 2001 de Buffer AL ont été rajoutdass chaque tubes Eppendorf avant
d’étre incubées pendant 10 minutes au bain-m&&e@. 2001 d’éthanol & 96% ont été ensuite
rajouté. Les solutions ont été pipetées et pladées des colonnes DNeasy Mini spin avant
d’étre centrifugé pendant 1 minutes a 6000g. Lésno@s ont été récupérées et placées dans
de nouveaux tubes collecteurs, les anciens cortégmdéchets sont jetés. Ensuite, 500ul de
Buffer AW1 ont été rajoutées puis les colonneseaiétcentrifugées. Apres récupération des
colonnes, 500ul de Buffer AW2 ont été rajoutées. t@onnes ont été centrifugées pendant 3
minutes a 20000g. Les colonnes ont été transf@@es des tubes Eppendorf puis 200ul de
Buffer AE (solution d’élution) ont été rajouté. Agsrune incubation d’une minute a température
ambiantes, les solutions ont été centrifugées peridminute a 6000 g. Les solutions dans les
tubes Eppendorf contenant 'ADN ont été récupéstdss colonnes jetées. Puis 'ADN a été
quantifié a I'aide d’'un nanodrop

Le nanodrop est un spectropfluorimétre et il perdeetérifier la qualité et la quantité
d’ADN et ainsi savoir si la solution d’ADN doit &@diluée avant PCR. Pour cela, il utilise une
longueur d’onde de 260 nm qui est la zone d’absmdanaximale des acides nucléiques. Une
seconde mesure a 280 nm permet de contréler lé&uiextraction, c’est-a-dire la présence de
protéines résiduelles dans la solution d’ADN esdat le rapport de I'absorbance 280 nm sur
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I'absorbance 260 nm. La machine a été initialisé@z 4,511 d’eau distillée pour faire un blanc.

Les échantillons d’ADN sont mesurés un par un aveaettoyage a I'eau pure entre chaque
mesure. Si la solution contient plus de 50 ng/|AADN, elle sera diluée lors de la mise en

plaque. Le rapport de pureté 260/280 doit étre cangmtre 1,80 et 2.

1.3. PCR en plaque.

Pour I'optimisation de la PCR, le kit Quiagen caoraet une solution Mix MULTIPLEX PCR,
une solution de RNAse et de Q solution a été atilidans le cas de la pyrale du buis, 15
marqueurs ont été développés et répartis dans 3 emixonction de leur température
d’hybridation (annexe 5). Une fois le mix prépaté5ul ont été déposé par puits dans une
barrette, puis a I'aide d’une pipette multicana®jxl, ont été déposé par puits sur la plaque. Les
puits ont été complétés avec 1ul d’ADN a l'aiderduplaque ADN préparé précédemment
avant d’étre passé au thermocycleur.

Sous la hotte, 960 ul de formamide + 28,8 ul deqourr de taille GeneScan 600LIZ
ont été mis dans un tube. La solution a été ré@pdens une barrette avec environs 110 pl par
puits. Puis 9 ul par puits ont été répartie sypidaue et ensuite 1 pl d’ADN de chaque PCR.
Un tapis blanc a été mis sur la plaque avant der st la hotte. Ensuite, la plaque a été
dénaturée pendant 3 minutes a 96°C puis placéetelinent sur la glace. Le tapis blanc a été
remplacé par un tapis gris et conservé a 4°C pouwieu séguenceur ou mis au congélateur
en attendant de la passer au séquenceur. Les tllzagments obtenues aprés le séquencage,
ont été lues a I'aide du logiciel Genemapper®.

1.4. Analyse des données génétiques.

L’analyse des données génétiques a pour objectiiicteriser la structure génétique
des populations et d'estimer les flux de geneseenglles-ci. Ainsi, une différenciation
génétique forte signifie peu d’échanges d’individasre les populations.

1.4.1. Approche population-centrée.

Pour cela, le logiciel Genetix (v. 4.05) (Belkhirat 1996-2004) a été utilisé. Il permet
de calculer les valeurs des indices F de Wrighidifiy 1969 ; Weir & Cockerham ,1984) dont
Fis et Fst. Ces indices s’intéressent a la digiohuwde la diversité génétique entre différents
niveaux hiérarchiques que sont les individus (nivBales sous-populations (niveau S pour
subpopulationdans la nomenclature de Wright ; on parle plufidianent habituellement de
populations en langage commun) et la populatioarthée totale (niveau T). Ces indices sont
calculés a I'échelle de la population totale ouékhelle des (sous-)populations a partir
d’échantillons de population composés de plusiéusvidus qui doivent étre en nombre
suffisant pour étre représentatif de celle-ci (appe population-centrée). De ce fait, dans le
cadre de I'étude, seuls les Fis et Fst des popukativec un effectif a 20 ont été calculés.

Lorsque la distribution de la variabilité génétigsi@carte de celle attendue sous
I'hypothese d’Hardy-Weinberg, cela signifie que dégimes de reproduction (homogamie,
hétérogamie, autofécondation, consanguinité,u.des forces évolutives (migration, sélection,
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dérive, mutation) ont modifié les fréquences aliédis et/ou les fréquences génotypiques
(appréhendées synthétiguement via le degré d'lBigotie, c’est a-dire la fréquence relative
des hétérozygotes et des homozygotes considéiéérarmts niveaux hiérarchiques).

1.4.1.1. Structuration de la diversité génétiquesain des populations.

L’indice Fis renseigne sur les écarts entre héjguaize observée et celle attendue selon
I'équilibre de Hardy-Weinberg au sein des sous-faipns. Il considere donc comment se
distribuent les alléles d’'une population entreiteividus (Fs = [ Hs] — Hi / Hg]). Cet indice
varie de -1 a 1 et donne des informations en pdigicsur le degré de consanguinité existant
au sein d’une population (Fis > 0 traduisant ureex@homozygotes par rapport a H-W, ce qui
est par exemple le cas lors d’'une reproductioneeapparentés genétiquement proches) ou
encore sur I'importance d’immigration récente (i traduisant un exces d’hétérozygotes).
Un Fis > 0 peut également étre di a des marqueiurssgsont pas a I'équilibre notamment du
fait de la présence d’alleles nuls. Un Fis nul Bigmue les conditions d’Hardy-Weinberg sont
globalement respectées (panmixie, taille efficase =.) et la population est dite a I'équilibre
(i.e.les fréquences génotypiques sont celles atterstues!’équilibre d’Hardy-Weinberg). La
significativité de I'écart a zéro des valeurs de €5t testée au moyen de tests statistiques non
paramétriques (qui ne supposent pas que les dosoéent une loi de distribution connue
avec un nombre de parametres définis a I'avancedarfir du jeu de donnée réel initial, des
jeux de données sont simulés en permutant leggskelintérieur de chaque population, créant
ainsi des génotypes au hasard, et une nouvellenadd-is est calculée pour chaque jeu simulé.
La valeur de Fis observée sur les données réaltesnsuite comparée a la distribution des
valeurs simulées, ce qui permet d’obtenir une edton de la probabilité d’obtenir une valeur
supérieure ou égale a la valeur observée sousdthgpe nulle (équilibre d’H-W). Si la
proportion de valeurs simulées supérieures a lauvabbservée sur données réelles est
inférieure au seuil de 5%, la valeur de Fis essitiiée significativement différente de zéro et
I'hnypothése nulle est rejetée. Inversement, sidg@rtion de valeur est supérieure a 5%, I'écart
est non significatif et la population est consi@éad’equilibre. Trivialement, cela signifie que
les permutations au hasard, qui normalement dentrigplus souvent « casser » une structure
qui existerait, ont été capables de créer dansda9 des cas des jeux de données avec plus
de structuration que les observations, ce qui unglien fait I'absence de structuration dans le
jeu de donnée réel. Nous avons réalisé ici 5000 pitions.

1.4.1.2. Structuration de la diversité génétiqueepopulations.

L’indice Fst quantifie le degré de différenciatidas sous-populations résultant d’'une
subdivision de I'ensemble, a travers la quantifacaties écarts entre I'hétérozygotie observée
dans les sous-populations et celle attendue dampaopulation théorique totale a I'équilibre
d’H-W (Fst = [Hr - Hg]/ Hr). Il considere donc comment se distribue I'ensenugs alléles
entre les différentes sous-populations. Cet indézee de 0 a 1. Dans cette étude, I'estimateur
de Weir & Cockerham (1984) a été utilisé pour deanges multilocus multialleles sans
considérer d’hypothéses particulieres en matiérenatmbre de populations, de taille des
échantillons et de fréquence des hétérozygotesvdlears de Fst ont été estimées par paire de
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populations et présentées sous forme d’'une demigmatonnant les valeurs de Fst entre les
différentes populations. La significativité de la&t a zéro des valeurs detFobservées,
indiquant ici une structuration spatiale, a égalenétait testée par permutations sur le méme
principe que les Fis, mais cette fois par permaomtiegiiobale des individus (permutations sur les
génotypes et non sur les alléles). Nous avonssééati 1000 permutations.

1.4.2. Approche individu-centrée.

Ce type d’approche se base, non sur un échandiédlgnopulation (composé d’un nombre
minimal d’individus) a partir duquel on calcule dedices (F statistiques) traduisant la facon
dont se répartit la diversité génétique entre iiddis au sein des populations (Fis) et entre
populations (Fst), mais sur le génotype multilogas individus eux-mémes pour les assigner
a des groupes dont les membres partagent des patroiaires de variation génétique. Un des
intéréts est notamment de pouvoir travailler sgrétshantillons de trés petite taille pour un site
donné (jusqu’a l'individu lui-méme seul). Il donogsible d’intégrer également dans son jeu
de données des individus de sites ou la densip@plalation est trés faible.

Nous avons ici utilisé le logiciel Structure (EBhiard, 2000) qui, pour former ces
groupes, analyse les differences dans la distabudes variants génétiques entre populations
avec un algorithme itératif bayésien (Pritchard)®@9Porras-Hurtado, 2013). Pour un nombre
declusters (K) fixé, I'algorithme cherche a constituer K gpms en minimisant le déséquilibre
d’'Hardy-Weinberg (groupes génétiqguement les pluadgenes possible). Les individus sont
assigneés a cetustersavec un coefficient d’appartenance a charjuster(membership Dans
les approches population-centrées, on utilise @lusimarqueurs surtout pour éviter de raconter
I’histoire d’un locus en particulier (qui n’est piscément représentative de I'évolution neutre
de I'ensemble du génome) et on tire partie dediimfation associée a différents degrés de
polymorphisme des marqueurs. Chaque locus contrédblisaformation globale, mais est
considéré indépendamment. Dans cette approchadnelientrée, on tire cette fois pleinement
partie de l'information multilocus en cherchant légaent a minimiser le déséquilibre de
lisison. Du « métissage »admixturg entre des populations précédemment isolées et
différenciées génétiquement se traduit par decedgms préférentielles d’alléles a différents
loci qui mettent plus ou moins de générations aéserber. Contrairement aux méthodes
multivariées, c’est une méthode qui repose sur adéte explicite dont il faut respecter les
hypothéses sous-jacentes (Pritchard, 2000 ; Pbluasido, 2013) ; Jay, 2011). L'identification
de la structure hiérarchique avec Structure petamment poser probleme en cas d’isolement
par la distance (IBD) mais dans notre cas on sidtéece que la structureation de la diversité
génétique soit fortement et principalement modekeles événements d’introduction. Avec
I'algorithme de Structure, on explore différentged@ux declusterisation(et donc la structure
hiérarchique des populations) et on cherche a tmpirgter la pertinence biologique et a
déterminer le nombre ddustersoptimal rendant compte au mieux du jeu de donrkgsagit
donc de détecter le niveau hiérarchique de stredeuyplus éleveé pour les scénarios testés. Pour
chaque K, nous avons effectué rbds avec les parametres suivants : 50 000 mdvterKov
Chain Monte Carlp 50 000 burninsadmixturemodel (pour le choix dedhcestry mode)
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correlated allele frequencies modgbur le choix de 8llele frequency modg(Pritchard et al,
2009 ; Faluslet al, 2003). Pour chaque simulatiamiif), une valeur de probabilité postérieure
(conditionnelle) est calculée éstimated Ln Prob of datau InPr (X|K) ou X sont les données
et K le nombre delusterg. Pour déterminer le nombre de K optimal, noushawwommence
par considérer I‘évolution du ratio Pr (X|K) pour cas donné sur la somme gle celui-ci pour
tous les K. Par exemple pour K=1, nous avonsssterior Prob k1=~ S—

XIK1) o e:’.h?:“,ﬁ.’ K2

W+ e.’..‘l PriX|Kmax)

Mais nous avons ici principalement utilisé le agi&K d’Evanno (2005) a I'aide du programme
Structure Harvester (Earl & von Holdt, 201R:tp:/taylor0.biology.ucla.edu/structureHarveskegjui

permet une meilleure estimation du K optimal. LatistiqueAK est basée sur le taux de
changement dans le logarithme de la probabilitéddesées entre valeurs successives de K.

2. Résultats.

Au total, 571 individus ont été génotypés parmide localités échantillonnées. Certains
individus ont été mal ou pas amplifiés en raisanssdoute, d’'une mauvaise conservation lors
de la collecte ou de I'envoi. Mais ils restent trasoritaires en comparaison au nombre
d’individus traités, ainsi, tous les échantillorspgbpulation disponibles ont pu étre analysés.

2.1. Approche population-centrée.
2.1.1. Structuration de la diversité génétigusein des (sous-)populations.

Les valeurs de Fis sont présentées dans le tabl@auwlétail par type de marqueurs est
présenté dans I'annexe 6). La majorité des popuatbnt des Fis proches de 20%, ce qui trés
élevé. Nantes possede la valeur la plus élevée)(84¥s que Blois (4%) et Pyrénées (9%) ont
les valeurs les plus basses.

Tableau 1: Valeurs de Fis pour les échantillons de populatiomt I'effectif est supérieur
ou égal a 20 individus (toutes sont significatisesseuil de 5%.

Population Fis

Nice 0.1951¢
Strasbour 0.2544¢
Sainte: 0.2371¢
La Rochellt 0.2274
Leanarc 0.2925:
Paris 0.1889:
Creuzie-le-Vieux 0.2372:
Orléan: 0.2342:
Nante: 0.3445!
Chartre 0.1130¢
Tours 0.1657:
Blois 0.0446:
Pvrénée 0.0991¢
Lucaue: 0.1781!
Weil-Am-Rheir 0.1482¢
Andel 0.1848:

Délémon 0.2721¢
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En regardant les Fis des marqueurs populatiomp@aunlation (annexe 6), certains se
sont révélés tres déséquilibrés dans tous les tibbrag de population ou presque (en
particulier BTM15, BTM22 et BTM40). En les retiramin améliore nettement les valeurs Fis
qui se rapprochent de I'équilibre cependant, celacimange pas énormément les Fst et le
clusteringobtenu. De ce fait, le choix a été fait de togsgarder en premiére approche.

2.1.2. Structuration de la diversité génétiqueespopulations.

Toutes les valeurs de Fst sont significativemefiéréntes de zéro au seuil de 5%
(tableau 2). Les valeurs sont trés élevées ergrprimo-foyers de Creuzier-le-Vieux, Paris et
Strasbourg (de 18 a 28% selon les comparaisons aealeux), entre Saintes et Strasbourg
(22,5%) et entre Nice et Strasbourg (20,8%). Blmst modérées entre Nice et Creuzier-le-
Vieux ou Paris (respectivement 8,5% et 9,5%) d&iéagntre Nice et Saintes (3.5%).

Tableau 2: Demi-matrices représentant respectivement les &ife les populations des
primo-foyers de pyrale du buis et les distanceggguhiques euclidiennes entre eux.

FST / km Nice Strasbourg-Kehl Saintes Paris Creuzie  WeilaR
Nice - 0.20837 0.03458 0.09474 0.08579 0.12099
Strasbourg-Kehl 545 km - 0.22520 0.27822 0.18211 0.11363
Saintes 665 km 708 km - 0.07430 0.07238 0.15556
Paris 688 km 397 km 413 km - 0.17637 0.18912
Creuzier 408 km 422 km 318 km 311 km - 0.13415
WeilaR 435 km 111 km 663 km 415 km 356 km -

2.2. Approche individu-centrée.
2.2.1. Choix du meilleur niveau hiérarchique.

Les résultats de Structure et de Structure Haewvestt donné I'optimum a K=3. La
valeur la plus élevée d&K est obtenue pour ce nombre aesters(figure 6a). En paralléle,
I'évolution des estimations du In P(X|K) montregain d’information jusqu’a K=7, valeur de

K a partir de laquelle on tend a atteindre un plat@t a partir de 13 une forte variabilité entre

rung) (figure 6b). Le nombre delustersconsidéré principalement pour linterprétation des
résultats a donc été K=3.

Fig. 6 : a) Evolution delK en fonction de K b) Estimation du In P(X|K)fenction de K.
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2.2.2. Structuration spatiale pour K=3.

A I'échelle de la France (figure 7), les troisistersainsi définis sont spatialement tres
structurés. Leclusteren rouge sur la figure 7 a une distribution censer 'Est du pays, le
long du Rhin au niveau des frontieres franco-alleseset franco-suisse. Dans cette région, les
individus sont en trés grande majorité trés prod@stiquement les uns des autres et les
populations sont donc trées homogenes, composésgyar@einiquement d’individus assignés a
ce seulcluster A Weil-Am-Rhein et Saint-Louis (le premier foyeuropéen de 2007 en
Allemagne qui s’est étendu en France en 2008)n@8idus sur 30 ont un coefficient de
membershipsupérieur & 70% pour @dusterdont 25 sur 30 supérieur a 90% (et seulement
2/30< 50%). A Strasbourg (et Kehl) ou la pyrale a égfialée en 2008, 29 individus sur 30
ont un coefficient denembershigsupérieur a 90% pour tuster« rouge » (et seulement 1/30
unmembership< 20%), A Délémont en Suisse, on trouve 19 imlligisur 21 avec des valeurs
de membershisupérieures a 80% (dont 17/21 > 90% et seulemmt<b%). A I'exception
de Nice ou le génotype de 15 individus sur 30 gsua de 50% assigné a cluster on le
retrouve dans les autres populations avec un nidéftiliation (membership trés faible
(83/571 individus > 5% ; 31/571 entre 10 et 50%sertlement 22/571 entre 50 et 70%).

La distribution dwclusteren vert est centrée sur I'lle-de-France. La pluges individus
autour du premier foyer d’ldF (observés dans I'lBsgoen 2009) sont assignés en totalité a ce
cluster (29 individus sur 40 sur 'ensemble Paris-Rungits$ avec urmembership> & 90%,
et seulement 5/40 < 50% et 3/40 < 80%).dlester se rencontre dans les autres régions de
France et d’Europe (dont Nantes, La Rochelle, 8ajnPyrénées, Nice, Weil-am-Rhein,
Délémont, Italie, Pays-Bas) mais avec des conidhstfaibles (voir carte 10), a I'exception de
sites de la région Centre Val de Loire (Chinon, Michard, Valencay, Issoudun, Le Blanc,
Blois, Menetou-Salon) ou un grand nombre d'indigdprésentent un coefficient de
membershisupérieur a 50% (39 sur 47) et méme supérieul@(20 sur 47 ; voir carte 11).

Le cluster« bleu » est fortement représenté dans sud etdtale la France ainsi qu’en
Italie et aux Pays-Bas. C’est a Creuzier-le-Vietusaintes (deux primo-foyers francais) et a
Lucques (pres de la principale zone d’'import-expattenne) que la proportion d’individus
présentant un coefficient deembershisupérieur a 90% est la plus élevée (21 individuis s
30, 20 individus sur 30 et 25 individus sur 30 exdfjvement). Nice, et dans une moindre
mesure Andel aux Pays-Bas, sont les localités ®8distersco-occurrent le plus.

A I'échelle de la Région Centre (figure 8), dastersvert et bleu dominent mais ne
sont pas structurés en deux groupes spatialemstmais. Un grand nombre d’individus ne
sont pas assignés en totalité a I'un ou l'autre deasters(voir figure 8). 145 sur 268 de
'ensemble de la région possédent moins de 80%sidiaation alclustervert et 177/268 au
clusterbleu. Il y a un effet de « patchwork ».
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Fig. 7: Distribution spatiale a I'’échelle de 'Europe d®Ulest des coefficients individuels
d’assignation (membershipour K=3 (seuls 24 sites d’échantillonnage somrésentés)

Fig. 8: Distribution spatiale a I'échelle de la région Qen Val de Loire des coefficients
individuels d’assignation (membershipour K=3 (tous les échantillons sont représentés)
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2.2.3. Structuration spatiale pour K > 3.

Pour K=4 (figure 9), seuls 4 individus sur les Sigll'’ensemble du jeu de données sont
assignés a plus de 90% au nouvelasteret seulement 28/571 a plus de 80%. Il est fortémen
représenté uniquement dans les populations quémptaent des signaturesadmixturepour
K=3. Pour les trois autredusters leur distribution correspond respectivement passentiel
aux régions ou leslustersa K=3 étaient presque exclusivement ou fortemegpasentés. Les
résultats sont similaires pour K=5 et K=6 (voir ar@ 7ab).

Fig. 9: Distribution a I'échelle de la France et de la R&ig Centre VdL des coefficients
individuels d’assignation (membershipour K=4.

3. Discussion.

3.1. Structure hiérarchique des populations en Eunge et en France : plusieurs
introductions.

Bras et al (2016 ; en préparation) ont montr@i@é€ de marqueurs mitochondriaux que
les populations de la zone d’introduction étaiembgipalement structurées en trois grands
ensembles : 'Europe de I'Ouest ou I'insecte aéterveé pour la premiére fois et ou la diversité
haplotypique était la plus élevée, 'Europe Certietl les Balkans, et 'Europe orientale et le
Moyen-Orient. L’'analyse de la structure hiérarcleigles populations d’Europe de l'ouest
réalisée ici montre également une forte structomasipatiale de la diversité génétique au sein
de ce territoire qui n'avait pas été mise en éweeavec les marqueurs mitochondriaux.

La structure des populations indique qu’il exstemoins 3 événements indépendants
d’introduction sur ou a proximité territoire frangale critere d’Evanno (2005)AK, indique
en effet que le nombre optimal dristersest K=3 pour ce jeu de données (figure 6a). Des
evénements d’introductions indépendants, accomgadaéfortes distorsions de fréquences
alléliqgues dues au goulot d'étranglement (effetfaledation), peuvent rendre compte des
valeurs élevées de I'indice de fixation Fst (qusore le degré de différenciation) entre les trois
paires declustersinférés par Structure (de 10 & 13% environ sedephires). Il est par ailleurs
a noter que les valeurs de Fst calculées a I'agd&ehetix entre les premiers foyers francais
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caractéristiques de ces tralsistersatteignent méme 28% entre Strasbourg/Kehl et P89

18% entre Weil-am-Rhein et Paris, 18 % entre StnagjiKehl et Creuzier-le-Vieux, 16% entre
Weil-am-Rhein et Saintes, et 17% entre Paris etufiee-le-Vieux. Ces processus
d’introduction et de goulot d’étranglement peuvégélement rendre compte de valeurs de Fis
parfois élevées, avec des populations non encatenues a I'équilibre, mais au vu des
capacités de dispersion, du nombre de génératioramaet de la prolifération rapide de
I'insecte, ces derniéres pourraient en fait é&re 8 des problémes avec certains marqueurs ou
certains échantillonnages.

Tableau 2: Demi-matrices représentant respectivement les &ife les populations des
primo-foyers de pyrale du buis et les distanceggguhiques euclidiennes entre eux.

FST / km Nice Strasbourg-Kehl Saintes Paris Creuzie  WeilaR

Nice - 0.20837 0.03458 0.09474 0.08579 0.12099
Strasbourg-Kehl 545 km - 0.22520 0.27822 0.18211 0.11363
Saintes 665 km 708 km - 0.07430 0.07238 0.15556
Paris 688 km 397 km 413 km - 0.17637 0.18912
Creuzier 408 km 422 km 318 km 311 km - 0.13415
WeilaR 435 km 111 km 663 km 415 km 356 km -

La distribution dans I'espace des trolastersmontre qu’il existe des régions ou les
populations sont nettement différenciées génétiguerat présentent tres peuadmixture
entre leclustersidentifiés. Ceci correspond a la signature génétatendue de populations
introduites indépendamment les unes les autregreant de source aux individus a l'origine
d’admixtureen se propageant vers d’autres foyers.

La premiere de ces régions correspond a cellehilu &1 niveau des frontieres franco-
allemande et franco-suisse et inclut Weil-am-Riesaint-Louis, le premier foyer détecté en
Europe (2007) et en France (2008), et StrasboKehl, le second détecté en France (2008).
Un seul événement d’introduction suivi d’'une progtégn dans les environs par dispersion
active (vol du papillon) est suffisant avec le priéiseu de données pour rendre compte de la
distribution spatiale dalusterqui y prédomine trés largement. Les distancesdatpremier
foyer et Délémont sont en effet compatibles avecépacités de vol observées au laboratoire
(méme si celles-ci sont probablement surestiméesap@ort aux conditions naturelles). En
manége de vol, un papillon parcoure en moyennen23lr I'ensemble de sa vie, avec un
maximum enregistré a 71 km, ce qui représente ygeamolation, 75 km par an en moyenne,
pour un maximum de 200 km pour les meilleurs dispers (Bras et al, en préparation).
Toutefois, on ne peut pas exclure qu’il y ait ewspurs introductions plus ou moins
indépendantes dans la région. Méme s’ils apparignau méme cluster (figure 7 et 9 pour
K=3-4, annexe 7a pour K=5-7), les foyers de WeiHahein / Saint-Louis et Strasbourg / Kehl
sont relativement fortement différenciés (Fst = 126 vu de la faible distance géographique
qui les sépare (111 km), et ils ont été détectssuiement quelques mois d’intervalle, ce qui
laisse peu de temps pour une propagation par dispeactive malgré la faible distance. Les
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zones ou prédomine le secatidstercorrespondent principalement a I'lle de Francea@ié
détecté un des 5 premiers foyers francais en 2@88 HEssonne (a proximité duquel sont
distribués nos échantillons de Rungis, Paris exy$oCelui-ci correspond donc bien a un autre
événement d’introduction indépendant du premiemnpeta un signalement partiel du processus
de colonisation du territoire (avec une présenctimecte entre les premiers foyers distants
les uns des autres mais une absence de signal@nentsoisiéemeclustera une distribution
beaucoup plus vaste, et plusieurs sites dispeusds territoire francais et européen montrent
peu dadmixtureavec donc une trés forte prédominance delaster Les régions ou il
prédomine tres largement rassemblent ainsi lenBge; mais aussi, et surtout, deux des cing
premiers foyers francais (Creuzier-le-Vieux et Esravec a proximité le port de La Rochelle),
ainsi que ['ltalie et les Pays-Bas (deux plaquesitantes du commerce ornemental en Europe).

SiI'on considére un nombre de K supérieur a 8ale de vraisemblance est plus faible
pour atteindre un plateau a partir de K=7 (accomg@atjune plus forte variance enttms)
(figure 6b), et ceci ne permet pas de démontreistence d’autres événements indépendants
d’introduction (ayant pu conduire a des différetioias génétiques plus faibles entre foyers au
sein de cette région, par exemple avec des inttmohsoen masse depuis la méme zone source).
Toutefois, la distance géographique entre les fogerSaintes et de Creuzier-le-Vieux, détectés
la méme année, n'apparait pas compatible aveciaperdion active (qui ne peut expliquer que
la propagation dans les départements voisins le§egnsuivantes). Considérer un plus grand
nombre de clusters semble essentiellement permettre de distingueterdifts degrés
d’admixtureentre les troiglustersprimordiaux mis en évidence avec le critére d’Exafles
clusterspour un nombre de K plus élevé apparaissent @mngdpulations ouddmixtureest
forte pour K=3). Les principales zonesdmixturecorrespondent ainsi a la Région Centre Val
de Loire considérée dans sa globalité, et & Nécdelnier des cing premiers foyers qui existait
déja en France en 2011. D’ailleurs, les valeursslentre Nice et les autres primo-foyers sont
faibles (3,5%) a modérées (environ 9%), a I'exaepte Strasbourg, le premier foyer (21%),
alors qu’elles sont trés élevées entre primo-fogerdustersdifférents (18 a 28%). Bras et al
(données non publiées) ont montré a l'aide de léhode DIY ABC que les scénarios
d’'invasion les plus vraisemblables pour certaines 8 populations européennes étudiées
impliquaient des phénomeénes « téte de pont » qaremier foyer sert par la suite de source a
d’autres transports accidentels dans des régimmemdemnes ou déja colonisées, avec donc
parfois en outre de ddmixture (plusieurs foyers existants contribuant a la fdromad’un
nouveau) (voir par exemple Lombaert et al, 201@ci@ourrait étre le cas pour le foyer de
Nice, mais le sous-échantillonnage dans le sudeegermet pas de distinguer les contributions
de la dispersion passive (transport accidentetlegmplantes d’ornement) ou de la dispersion
active (vol du papillon) dans la constitution defager avec le jeu de données actuel. Une fois
décrits et sélectionnés les sites les plus petSreamEurope, la méthode DIY ABC (limitée par
la lourdeur des calculs) pourrait étre appliquéde¥gent a une partie du jeu de données obtenu
au cours de mon stage pour tester des scénanmmasion un peu plus complexe que ceux que
I'on peut inférer avec cette premiére approchej@uenise en ceuvre.
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3.2. Structure des populations en Région Centre Vale Loire : une contribution
vraisemblable de la dispersion passive via des «d8 de pont ».

L'échantillonnage a une échelle fine en Régiontfeevial de Loire suggere l'existence
de phénomenes « téte de pont » a I'instar de angoiontré Bras et al (données non publiées)
a large échelle en Europe.

Dans I'ensemble, les populations de la Région i€evial de Loire sont caractérisées
par une forteadmixtureentre deux des trousters celui d’'lle-de-France et celui représenté
au plus pres par les « primo-foyers » de Creusdri€ux au sud, et de Saintes au sud-ouest
(tous deux détectés en 2011). Comme pour Niceddemées génétiques actuelles et les
analyses conduites ne permettent pas de distirgedies seules entre des scénarios faisant
intervenir des contributions des différenbtssterssources via de la dispersion passive ou de la
dispersion active, d’autant que ces hypothese®miepss exclusives. Au vu des capacités de
vol de la pyrale du buis telles qu’elles ont étésanées au laboratoire, une propagation de
proche en proche et une rencontre des dsustersdans la région pourraient apparaitre
suffisantes pour rendre compte du patron généisreb a grande échelle (surtout plusieurs
annees apres les premiéres détections). Néanmooaement, la structure génétique de
certains sites en région Centre Val de Loire n’app@as pouvoir faire intervenir cette seule
explication. Par exemple, a Chinon, Valencay ooudsn les individus sont génétiguement
trés proches les uns des autres, sont trés ap@suaant individus d’lle-de-France tout en étant
éloignés géographiguement, et sont fortement @ifiéiés des individus des sites environnants
(en particulier & Chinon). De la méme facon, legrat’admixture et la forte contribution du
cluster« Creuzier-le-Vieux / Saintes / Italie / Pays-Ba& Chartres (qui est un des sites de la
région les éloignés des régions ou prédominelustel) est difficilement explicable avec les
données actuelles par la seule dispersion activéndecte depuis le sud, que ce soit Saintes
ou Creuzier-le-Vieux. La structure génétique degupations en région Centre Val de Loire
apparait étre en partie faite datcheset ne semble donc pas seulement résulter d’uniemtad
de « métissage » entre des foyers d’introduction lgu seraient uniquement extérieurs.
L’explication la plus vraisemblable semble ici éredispersion passive avec plusieurs autres
introductions apparentées aux premieres (notammanine ou des sources franciliennes de
plantes d’ornement ou via de mémes arrivages nsassi$imultanés en plusieurs points du
territoire depuis ulub commercial a I'étranger), et non une diffusiorpdeche en proche par
dispersion active a partir de deux sources unidluest a rappeler qu’il s’est vendu en France
de 2011 a 2014, prés de 2 millions de buis pardant une grande partie dans la grande
distribution et les jardineries spécialisées (Fe#grimer, 2012, 2013, 2014, 2015).
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Conclusion.

Depuis son signalement en Europe en 2008, plss@&unements d’introduction ont
structuré la diversité génétique des populatiorsydale du buis en France. Les fortes capacités
de dispersion active de l'insecte, ainsi que dassports accidentels et des introductions en de
multiples points du territoire liés au commerce rd@ment, sont vraisemblablement
responsables des patrons observeés aussi bienechelike régionale que nationale, et peuvent
donc rendre compte du caractere fulgurant de ISirorade cette espece. Une fois la structure
génétique des populations aux échelles francaiseusipéenne mieux décrite, il serait
intéressant de mettre en ceuvre sur un sous-jewmieéds d‘autres méthodes bayésiennes
d’assignations génétiques d’individus et de testsagnarios d’invasions pour préciser la part
de la dispersion passive et le r6le du commercenoental.
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Bilan personnel

Les débuts de ce stage furent consacrés a l'agsage que ce soit sur les
connaissances de la génétigue qui m’étaient in@sow sur les techniques utilisées. Fort
heureusement, jai eu de tres bons professeursdmééRousselet et Audrey Bras pour le
théorique et Claudine Courtin pour la pratique.n@apas toujours était facile de comprendre
tous les concepts et encore maintenant des détatshappent mais j'ai fortement apprécié
d’apprendre de nouvelles choses en rapport avecarsos. C’était fortement motivant et c’est
ce qui me plait dans les sciences. La génétiquenedbmaine ou j'avais des lacunes et ce stage
m’'a permis de les combler en partie, de la redé@oavec une étre vision que la vision
académique.

Comme mon précédent stage, la rigueur fut de nkése,sciences en demandant
enormément. Le respect du protocole, de ce qu'drialee au risque de rater I'expérience, une
compétence importante dans ce domaine que ce stage m’apporter a travers une
concentration et une organisation stricte indispbles en raison de mes jeux de données
conséguents.

Au cours de ces six mois, j'ai fait énormémenixttaction et de PCR microsatellite.
Ces manipulations ont composé 50% de mon temp®at montré que le travail en laboratoire
peut étre redondant pour avoir un maximum de daneeee bon résultat. 30% de mon activité
fut consacrée a I'analyse des données, ou jaisppirtiliser les logiciels GeneMapper (J'ai eu
la chance de voir comment programmer les donnéiés dua mort de l'ordinateur, nous
obligeant de recréer tous les patrons. Il faut isairer le positif dans le malheur), Genetix et
Structure (expligué, mais pas utilisé puisque d&dRousselet qui a lancé I'analyse avec moi).
Le reste du temps était consacré a la rechercHmdrdphique, tache indispensable pour
connaitre ce qui a été déja fait sur le sujet, raassi avoir des éléments pour discuter des
résultats.

J'ai rencontré quelques difficultés, mineurs. Biatf des échantillons étaient
introuvables, parfois du matériel venait a man@uepture de colonne DNeasy ou de marqueur
de tailles), parfois des pann&e§t in Peacpetit ordinateur et hotte a aspiration). Des impsé
qui retardaient les manipulations et donc le stage.

J'ai donc pu constater que le temps était mon gumrgemi, passant sans que je m'en
rende compte, ce qui me poussait a accélérer memaet a étre encore plus organisée.
Heureusement, j'étais bien entouré pour m'aidefétit plus que motivant.

Sur le plan professionnel, ce stage corresponolaita fait a I'idée que je me faisais
d’un travail en laboratoire. Ce n’était pas touppassionnant, surtout lorsque je devais faire
tous les jours la méme chose, mais le plaisir deles résultats finaux aprés six mois de dur
labeur n’a pas de prix. Surtout, lorsque ces rawuitous offrent ce qu’on attendait. La peur de
VOoir aucune structuration des populations m’avagfoassé vers les derniers instants. Ce que je
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regrette, c’est sans doute la monotonie du sugs.drotocoles étaient déja en place et je n'ai
pas eu le plaisir d’en mettre en place comme jlalepfaire sur mon stage de toxicologie en
Master 1. J’'avais I'impression d’avoir moins deelité sur ce sujet.

J'ai eu tout de méme la chance de faire un stageng plait, méme si au final, j'ai plus
un faible pour la toxicologie comme j'ai pu faire master 1. De plus, en faisant ce stage, je
me suis posé beaucoup de questions sur moi et veoiir aSerais-je capable de faire une these
comme je I'ai toujours voulu ? A vrai dire, je riae toujours pas a répondre & cette question.
Mais en discutant avec des membres de I'équipsurbut avec Emmanuelle Magnoux et
Béatrice Courtial, j'ai pu découvrir d’autres attatives. Alors apres avoir obtenu mon dipldome,
jai décidé de préparer différents concours d’'entéél'INRA et au CNRS pour y devenir
ingénieur, mais aussi celui de police scientifiquéier qui m’a toujours fait réver (¢ca ne codte
rien d’essayer), tout en continuant mes recherdeeheses au cas ou je trouve la perle d’'un
sujet qui me passionne et me motive. En paralfélepere trouver un travail en rapport avec
mes compétences pour occuper I'année (voire avedence, finalement, y rester).
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Glossaire

1. Marqueurs moléculaires :séquences codantes ou non, présentant un polyisimgkelon
les individus. lls renseignent sur le génotype dhdividu et ne sont pas modifiés par
I'environnement. Les plus utilisés sont les margueBFLP, RAPD, AFLP et les
microsatellites. Grace aux marqueurs géenétiquede\vient possible d'établir I'empreinte
génétique d'un individu, c'est-a-dire de décrirgéédinir des individus et des variétés en vue
de leur inscription, de leur protection et de lelassification et/ou de mettre en évidence et
suivre les genes impliqués dans I'expression detges d'intérét. (Gnis Pédagogie)

2. Admixture : pouvant étre traduit de I'anglais par « mélangeétgue », se produit lorsque
deux populations, ou plus, isolées précédemmentgé&tétiquement différenciées
commencent a se croiser. Le mélange se traduitipoduction de nouvelles lignées
génétiques dans une population. (Wikipédia)

3. Marqueur AFLP : C'est la combinaison enzyme de restriction/amapgepermet de
révéler le polymorphisme entre les individus. Gelleonstitue le marqueur AFLP. Le
locus mis en évidence dépend de la séquence dilesienzyme de restriction et des bases
arbitraires. Il existe de trés nombreuses combamaienzyme/amorce. En effet, on dispose
d'une dizaine d'enzymes de restriction et il exigE® trées nombreuses amorces
d'amplification par combinaisons de 3 bases délmbeda(Gnis Pédagogie)

4. Homoplasie :occurrence d'un caractere commun chez deux espgiesest pas le résultat
d'une transmission de la part d'un ancétre comoamirairement a une homologie. (Futura
Santeé)

5. Cluster : en génétique, c’est un ensemble de génes, minideur, qui dérivent d’un
ancétre commun et code pour une méme protéineoprdeéines proches.

6. Membership : en anglais, correspond a la relation entre un mextibn groupe et ce méme
groupe. Il pourrait donc étre traduit par « affitba » qui est I'action d'associer ou d'étre
associé a un groupe.
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Annexes

Annexe 1 : Graphiques présentant le développement du commiregnational en
comparaison avec les ratios d’'introduction d'ingecen France (Rousselet, 2018).
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Annexe 2 : Exemple de ce qu’on attend dans I'étude (RousxéB).
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Annexe 3 : Les différentes étapes dans le processus d'invasitmur relation avec la gestion
d'espéces envahissantes. Le transport, I'établisseet la propagation de nombreuses espéces
envahissantes ainsi que leurs effets peuvent atectgrisés par une seérie d'étapes, chacune
avec des questions qui peuvent étre pertinentesl@quévention, pour le contréle et/ou pour

la restauration.(traduit d’'une illustration de Saka001)

NATIF D’AILLEURS

L'invasion peut-elle étre prédite par les traitastoire
de vie ?

Existe-t-il des différences génétiques entre
populations d'espéces envahissantes et
envahissantes ?

En quoi la diversité génétique et la biologie d
especes envahissantes different-elles entre lear
d'origine et celle de l'aire d'introductic

SURVIE DANS LES
TRANSPORTS

Prévention

U

Y a-t-il des interadbns avec des vecteurs qui affectg
la probabilité d'invasion ?

Quels facteurs influent sur la pression des prolgagu

et comment la pression des propagules est-ell@lig¢e
probabilité d'établissemen

ETABLISSEMENT DANS
UNE NOUVELLE ZONE

4

ai

La tolérance environnementale est-elle plus grande

chez les espéeces envahissantes ?

Comment l'environnement affecte-t-il le deg
d’invasion ?

Les stades du cycle de vie particuliers sont-ils

meilleures cibles pour la gestion des esperes

envahissantes

PERIODE DE LATENCE

Eradication

A4

La période de latence est-elle expliquée par
croissance exponentielle, I'extinction stochastides
propagules, le changement évolutionnaire apreg
colonisation ?
Les modeles peuvent-ils étre utilisés pour mig
prédire les especes susceptibles de se prop
rapidement ?

ager

—] PROPAGATION

Comment le mode de dispersion ou le systé
reproducteur affectent-ils la propagation?

Quel est le potentiel d’une évolution rapide ?

La connaissance de la structure génétique desessy
envahissantes peut-elle améliorer leur gestion ?
Comment la structure du paysage influence-t-ellg
propagation?

IMPACT ECOLOGIQUE

Controle/Restoration

Quels sont les impacts des espéces envahissante
la biodiversité et comment peuvent-elles étre nées
?

Les effets des especes envahissantes sont-ilsréigé|
ou les especes envahissantes améliorent-elles
gestion ?

Quels facteurs (Ex. La pression de propagation

diversité) détermine l'impact de I'espece envahtss$

sur les espéces et les communautés autochtones

me

ec

a

S Su

a
5 la

a

IMPACT HUMAIN

Quels sont les impacts économiques des esp
envahissantes ?

Quels traits d'espéces envahissantes permetten
prédire le succes des efforts de restauration ?

£eCces

t de
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Annexe 4 : Localisation des populations échantillonnées datude a I'échelle de la France
et de la Région Centre. En rouge, I'effectif dpdgulation.
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Annexe5 : Détails des Mix PCR.

Mix 1 : 58°C
1 puit 96 puits
Multiplex PCR Mix 5ul 525 pl
Q solution 1l 105 pl
BTM 01 (10uM) 6-FAM 0,4 ul 42 pl
BTM 06 (10uM) NED 0,4 pul 42 pl
BTM 20 (10uM) VIC ~ 0,4 ul 42 pl
BTM 23 (10uM) 6-FAM 0,4 ul 42 pl
BTM 27 (10uM) NED 0,4 ul 42 pl
BTM 36 (10uM) PET 0,4 pl 42 pl
RNAse 0,5ul 52,5l
ADN 1 pl
Mix 2 : 59°C
1 puit 96 puits
Multiplex PCR Mix 5 ul 525 ul
Q solution 1l 105 pl
BTM 09 (10uM) 6-FAM 0,4 ul 42 pl
BTM 13 (10pM)NED 0,3l 31,5p
BTM 15 (10pM) VIC 0,3 pl 31,5 pl
BTM 22 (10uM) PET 0,3 ul 31,5 pl
BTM 34 (10pM) 6-FAM 0,4 pl 42 pl
BTM 35 (10uM) NED 0,4 pul 42 pl
BTM 40 (10uM) VIC ~ 0,4 ul 42 pl
RNAse 0,5ul  52,5ul
ADN 1ul
Mix 3 : 61°C
1 puit 96 puits
Multiplex PCR Mix 5 ul 525 pl
Q solution 1l 105 pl
BTM 16 (4uM) 6-FAM 0,4 pul 42 pl
BTM 28 (4uM) VIC 0,4 ul 42l
H20 0,5ul 52,5 ul
RNAse 0,5ul 52,5 ul
ADN 1l

[F*]

1/8
1/8
1/4

1/4
1/4
1/4

[F]

1/4
1/8
1/8

1/8

1/4
1/4
1/4

[F*]

1/8
1/4
1/4
1/4
1/4

Semestre 2, 2018

[F*]
1 puits 96 puits
/4 R 0,2 21
F 015 15,75
F 0,5 5,25
1/8 R 0,2 21
F 0,175 18,375
F* 0,025 2,625
[F*]
1 puits 96 puits
/4 R 0,2 21
F 0,15 15,75
F 0,5 5,25
1/8 R 0,15 15,75
F 0,131 13,755
F* 0,019 1,995
[F*] 1 puits 96 puits
BTM16 R 0,2 21
F 0,15 15,75
F 0,5 5,25
BTM28 R 0,2 21
F 0,175 18,37%
F* 0,025 2,625




Caroline Viot

Master EADD-EAB

Semestre 2, 2018

Annexe 6 : Résultats des Fis dans les populatierss 20 individus pour chaque marqueurs.

Population  Réel

% val. >

%val. < % val=

Résultats pour le locus : BTM01

Résultats pour le locus : BTM06

Nice 0.18310
Strasbourg 0.26761
Saintes 0.47032
LaRochelle 0.70079
Legnaro  0.39683
Paris -0.10323
Creuzier 0.56716
Orleans 0.45794
Nantes 0.66667
Chartres  -0.22941
Tours 0.63196
Blois -0.48437
Pyrenees  0.33638
Lucques  0.47409
WeilAmRhein 0.39222
Andel 0.28760
Délémont -0.04712

73.3408.4000
74.04001800
98.60201600
99.28@07200
87.4400.6800

15.6240.5600
99.44@05200
98.32005600
99.94000600

5.4809.2200
99.76@2000
0.3000.1000

93.288(%000
98.72001400

95.86081.6200
88.020810200
23.7486.5800

8.2600
1.7800
0.2400
0.0000
0.8800
42.8200
0.0400
0.1200
0.0000
69.3000
0.0400
95.6000
1.2200
0.1400
0.5200
2.9600
39.6800

Résultats pour le locus : BTM20

Nice -0.01458
Strasbourg  0.08396
Saintes 0.04578
LaRochelle -0.10833
Legnaro  0.06338
Paris -0.14286
Creuzier 0.19364
Orleans 0.22795
Nantes 0.20203
Chartres  -0.10949
Tours -0.14742
Blois -0.01230
Pyrenees -0.33893
Lucques -0.04627
WeilAmRhein 0.07873
Andel 0.14784
Délémont 0.13846

35.1200.3200
70.04008000
63.000811200
11.5800.9800
60.0608.8800
11.060P.3400
92.34@109200
98.80007600
0.9000 97.50006000
71.9000 11.26D28400
86.4000 3.0800.5200
42.5000 36.9220.5800
99.8200 0.000a800
57.8200 24.580D.6000
11.0800 77.660@.2600
3.4600 90.98R5600
6.9600 83.76®)2800

45.5600
18.1600
20.8800

68.4400
21.0600
76.6000
2.7400

0.4400

Résultats pour le locus : BTM23

Nice -0.10204
Strasbourg  0.13072
Saintes -0.06098
LaRochelle 0.13636
Legnaro  0.14793
Paris 0.10287
Creuzier 0.24618
Orleans -0.12840
Nantes 0.21148
Chartres  -0.26667
Tours 0.21281
Blois -0.21277
Pyrenees -0.31597
Lucques -0.02458
WeilAmRhein-0.00150
Andel 0.09434
Délémont 0.15408

74.8000 11.7008.5000
10.6200 81.108(2800
63.2600 20.100%6400
10.2800 78.1800.5400
8.2200 81.80@09800
12.3400 73.3608.3000
0.6800 98.30000200
85.3200 6.54@01400

1.5800 96.10@0B200
95.9000 0.68304200
4.1600 89.28@5600

84.9800 6.4808.5400
99.5600 0.140(B000
49.0200 34.1808.8000

40.6400 42.1000G.2600
13.6000 73.04@6.3600

6.1600 84.76@®10800

Résultats pour le locus : BTM27

Nice -0.01512
Strasbourg  0.11333
Saintes 0.11585
LaRochelle -0.09306
Legnaro  0.47843
Paris 0.02397
Creuzier 0.06725
Orleans 0.17730
Nantes -0.04426
Chartres  -0.01493
Tours -0.04348
Blois 0.02256
Pyrenees  0.05882
Lucques 0.09831
WeilAmRhein-0.10807
Andel 0.13233
Délémont 0.32151

46.4000 37.3406.2600
10.2000 80.580(2200
9.0400 82.088@B800
67.1200 14.2608.6200
0.0000 99.86@01400
31.2600 47.44P0.3000
17.0000 69.9808.0200
2.2200 94.78300000
57.3000 25.6600.0400
42.0000 35.6@®4000
50.2800 25.82PR8.9000
32.5600 44.34Q26.1000
21.5200 63.78@07200
14.1200 74.760D.1200
83.7200 5.9800.3000
9.7400 81.62(6400
0.4600 97.94006000

Résultats pour le locus : BTM36

Nice -0.27373
Strasbourg -0.19749
Saintes 0.00254
LaRochelle -0.12685
Legnaro  0.05316
Paris -0.25000
Creuzier -0.13321
Orleans 0.09233
Nantes 0.34463
Chartres  -0.00352
Tours -0.24364
Blois -0.47648
Pyrenees -0.16345
Lucques 0.24121
WeilAmRhein 0.04491
Andel -0.03197
Délémont 0.20763

99.6400 0.020m3400
91.7600 3.12601200
38.9600 42.80r#2400
78.9000 6.7808.3200
23.7400 57.5408.7200
87.2000 5.32004800
79.3200 9.9200.7600
12.6200 76.320D.0600
0.0600 99.54004000
38.1400 39.6(T®2600
94.7600 1.30@9400
99.9800 0.0000.0200
93.7400 1.748(:200
1.3400 96.74009200
23.7200 60.8605.4200
50.6800 32.8206.5000
4.0000 90.30@07000

Résultats pour le locus : BTM09

Nice 0.21289
Strasbourg  0.33054
Saintes 0.06185
LaRochelle 0.05725
Legnaro -0.02703
Paris 0.20419
Creuzier  0.04094
Orleans -0.03571
Nantes -0.08967
Chartres  -0.04467
Tours 0.03390
Blois -0.04015
Pyrenees  0.11557
Lucques -0.05990
WeilAmRhein 0.08019
Andel -0.14259
Délémont -0.07865

3.0200 92.82001600
0.5800 98.520(®000
23.1400 61.12M7400
25.9400 55.7808.2800
46.2800 31.74P0.9800
6.9400 81.8200.2400
27.1600 57.6408.2000
52.9200 30.4808.6000
71.2600 14.48D0.2600
51.1200 26.8@N0800
30.9200 49.02P0.0600
49.4000 30.7800.8200

10.2800 79.70@00200
57.7400 23.8808.3800
20.6000 66.2203.1800
85.5200 5.9208.5600
56.0400 18.18P6.7800

Résultats pour le locus : BTM13

Nice 0.10024
Strasbourg

Saintes 0.23684

17.8200 55.4406.7400

-0.23404 81.5800 4.72087000

3.4800 77.72088000
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Legnaro  0.08800
Creuzier -0.09434
Orleans 0.00000
Nantes 0.32781
Chartres 0.02206
Tours 0.00000

Blois 0.00000
Pyrenees  0.36029
Lucques -0.01754
WeilAmRhein 0.37968
Andel 0.28634
Délémont 0.21569

12.9000
52.3600
0.0000
1.0800
21.5000
0.0000
0.0000
0.5600
1.6000
0.6600
2.0000
6.9800

Résultats pour le locus : BTM15

Nice 0.39222
Strasbourg  0.42978
Saintes 0.68132
LaRochelle 0.88690
Legnaro  0.08276
Paris -0.02703
Creuzier -0.00578
Orleans 0.68984
Nantes 0.83821
Chartres 0.78161
Tours 0.56154
Blois 0.57207
Pyrenees  0.42517
Lucques 0.11854
WeilAmRhein 0.71981
Andel 0.74342
Délémont 0.46667

0.3800
0.6200
0.0000
0.0000

15.3000
2.2800

31.8000
0.0200
0.0000
0.0000
0.3000

0.0200

0.1000

14.0000

0.0000
0.0000
0.1000

Résultats pour le locus : BTM22

Nice 1.00000
Strasbourg  0.85901
Saintes 1.00000
LaRochelle 1.00000
Legnaro  0.90256
Paris 1.00000
Creuzier 1.00000
Orleans 0.85464
Nantes 0.36123
Chartres 1.00000
Tours 1.00000
Blois -0.00000
Pyrenees  1.00000
Lucques  1.00000
WeilAmRhein 0.57468
Andel 0.63014
Délémont 0.57778

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.9200
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

Résultats pour le locus : BTM34

Délémont

-0.03030

2.8200

Résultats pour le locus : BTM35

Nice
Strasbourg
Saintes
Paris
Orleans

0.00000
-0.20554
0.00000
0.48649
0.65882

0.0000 0.000@0.0000

Master EADD-EAB

42.2240.8800
17.8699.7800
0.0000.0000
90.50804200
32.14®3600
0.00am.0000
0.00000.0000
83.44®00000
0.0098.4000
95.22001200
81.8606.1400
70.48PP.5400

94.82008000
98.68007000
99.96000400

100.00@00000
55.8808.8200
0.0090.7200
31.6086.6000
99.98000000

100.00000000
98.980M200
99.10@6000

99.940m.0400

99.7800.200
66.5008.5000

99.6800.3200
100.000m0000
85.3800.5200

100.00m0000
100.000M000
99.9800200
99.98@0200
100.00@00000
100.00@00000
100.00@00000
100.00000000
90.148M400
99.780(200
97.24007600
0.00000.0000
98.320®%800
100.00000000
99.960m.0400
99.920m0800
98.60004000

0.000@.1800

77.8600 6.14D80000

0.0000 0.0000.0000

0.2600
0.0000

95.12@06200
94.40606000

Nantes
Chartres

0.47748
0.00000

WeilAmRhein 0.37093

Andel
Délémont

-0.05882

0.72350

Semestre 2, 2018

0.1000

0.0000
0.7400
11.4000

0.0000

90.46004400
0.0000.0000

97.700D5600
0.0088.6000
99.88@1200

Résultats pour le locus : BTM40

Nice 1.00000
Strasbourg  1.00000
Saintes 1.00000
LaRochelle 1.00000
Legnaro  1.00000
Paris 1.00000
Creuzier 1.00000
Orleans 0.44102
Nantes 1.00000
Chartres 1.00000
Tours 1.00000
Blois 1.00000
Pyrenees  1.00000
Lucques 0.27367
WeilAmRhein-0.01556
Andel 0.23324
Délémont 0.31288

0.0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

100.00@m0000
100.000M000
100.000M000
100.00@00000
100.00@00000
100.00@00000
100.00@00000
99.98000200
100.00000000
0.0000 100.000@000
0.0000 100.00@0000
0.0000 100.000m0000
0.0000 100.000@000
1.1600 96.16@06800
46.1800 37.6406.1800
1.8200 94.480817000
2.5800 91.16@)2600

Résultats pour le locus : BTM16

Nice 0.53226
Strasbourg  0.52145
Saintes 0.35823
LaRochelle 0.24000
Legnaro  0.44767
Paris 0.17347
Creuzier -0.20615
Orleans -0.20833
Nantes 0.58333
Chartres 0.52050
Tours 0.14124
Blois -0.08271
Pyrenees  0.19862
Lucques 0.03916
WeilAmRhein 0.17044
Andel 0.21024
Délémont 0.41463

0.0400 98.22an7400
0.0400 98.740®@200
0.3800 98.48201400
3.0000 64.948P.0600
0.2400 98.58001800
8.6200 78.840D.5400

87.2000 0.0002.8000

68.5400 0.0080.4600
0.0400 99.90000600
0.1200 99.16007200

10.6200 74.5800.8000

56.6000 26.200G.2000
5.6600 78.18@01600

22.7400 39.128®.1400

6.0800 85.9208.0000

4.6400 84.7600.6000
0.8000 92.42@)7800

Résultats pour le locus : BTM28

Strasbourg  0.28153
Saintes 0.15122
LaRochelle -0.01333
Legnaro  0.15929
Paris -0.10145
Creuzier -0.07407
Orleans 0.19556
Nantes -0.04036
Chartres 0.00000
Tours -0.03636
Blois -0.02703
Pyrenees -0.09434
Lucques 0.04745
WeilAmRhein-0.06033
Andel  -0.04348
Délémont 0.47917

2.4400 88.668(0B000
5.5800 59.3@®1200
2.6600 0.0090.3400
7.1800 52.1800.6400
35.8000 0.0068.2000
17.1400 0.008R.8600
5.1600 86.96008800
10.4400 0.008@.5600
0.0000 0.0000.0000
7.9000 0.000Q.1000
1.9000 0.00@3.1000
24.5400 0.00@4600
20.8200 47.328D.8600
52.7000 33.060@.2400
11.2400 0.0088.7600
0.3400 97.880407800
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Annexe 7a: Cartographie des résultats de Structure a I'éahel la France.
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Annexe 7b : Cartographie des résultats de Structure a I'éahel la Région Centre.
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Université de Picardie Jules Verne UNIVERSITE Année universitaire : 2017-2018

Direction de |'Orientation ® Picardie

et de l'Insertion Professionnelle
Ju/(es '

Le Coralie - Chemin du Thil 80025 Amiens cedex 1
Tél: 0322827936
bioip@u-picardie.fr

CONVENTION DE STAGE
(stage effectué dans le cadre de la formation initiale et en France)

Vu la loi n°2014-788 du 10 juillet 2014 tendant au développement, a l'encadrement des stages et a 'amélioration du statut des
stagiaires,

Vu le décret n°2014-1420 du 27 novembre 2014 relatif a fencadrement des périodes de formation en milieu professionnel,

Vu le code de I'éducation, notamment ses articles L.124-1 a4 L 124-20 et D 124-1 4 D 124-9,

Vu l'arrété du 29 décembre 2014,

Vu le code du travail,

Vu le code de la Sécunté sociale

La présente convention intervient entre :

I'Université de Picardie Jules Verne, représentée par son Président Monsieur Mohammed BENLAHSEN, ci-aprés désignée «
l'université »

et

I'organisme d'accueil INRA - INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE
Adresse : 2163, avenue de la Pomme de Pin CS 40001 Ardon 45075 ORLEANS CEDEX, FRANCE
Tél: 0238417800

représenté par Madame BEAUMONT Catherine

ci-aprés désigné « |'organisme d'accueil »

et

Mademoiselle VIOT CAROLINE

Adresse personnelle : 54 RUE DE LA REPUBLIQUE 80000 AMIENS (80021), FRANCE

Tél : 06 38 66 96 47 / Mail : caroline.viot@etud.u-picardie.fr

Inscrit(e) en (intitulé complet de la formation) : MASTER Ecosystémes, agrosystémes, Développement durable, Ecologie,
' Agroécologie, Biodiversité, 2¢éme année

Volume horaire annuel de la formation : au minimum de 200 heures.

Article 1 - OBJET DE LA CONVENTION
La présente convention régle les rapports de I'organisme d'accueil avec I'Université et le stagiaire.
Article 2 - PROJET PEDAGOGIQUE ET CONTENU DU STAGE

2-1 Projet, objectifs et finalités du stage

Le stage correspond @ une période temporaire de mise en situation en milieu professionnel au cours de laquelle 'étudiant acquiert des
compétences professionnelles et met en ceuvre les acquis de sa formation en vue d'obtenir un dipléme ou une certification et de
favoriser son insertion professionnelle. Le stagiaire se voit confier une ou des missions conformes au projet pédagogique défini par
son établissement d'enseignement et approuvées par l'organisme d'accueil.

Le volume pédagogique annuel de la formation est de 200 heures au minimum par année d'enseignement hors période de stage. Le
programme du stage est établi par le tuteur de stage dans ['organisme d'accueil et par 'enseignant référent au sein de I'université et
en fonction du programme général suivi par I'étudiant et de sa spécialisation.

Nombre d'ECTS délivrés pour le stage (le cas échéant) : 30.

2-2 Mission du stage, activités et compétences

La mission du stage est la suivante : Rdle du commerce ornemental dans I'invasion fulgurante de la pyrale du buis: tragage --
génétique des populations colonisant la Région Centre Val de Loire.

Elle est portée a la connaissance du stagiaire qui I'accepte.

Les activités confiées au stagiaire en fonction des objectifs de la formation sont définies ci-aprés : - Comprendre les patrons et les
voies de colonisation de la pyrale du buis a I'échelle de la Région Centre Val de Loire. -- - Hypothése d'introductions
multiples. -- - Etude de la structuration génétiques des populations de la Région et tragage génétique de leur origine. - -
Manipulations, acquisition de données : extraction d'ADN et tragage génétique a I'aide de microsatellites. -- - Analyses des
données et recherches bibliographiques.

Les compétences a acquérir ou a développer sont celles attendues par un étudiant inscrit en MASTER Ecosystémes, agrosystémes,
Développement durable, Ecologie, Agroécologie, Biodiversité, 2éme année.
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Article 3 - MODALITES DU STAGE

3-1 Statut du stagiaire
Le stagiaire, pendant la durée de son stage dans I'organisme d'accueil, conserve son statut d'étudiant.

3-2 Dates, durée et temps de présence .
La durée du stage s'évalue en fonction du temps de présence du stagiaire au sein de I'organisme d'accueil (1 jour = 7heures, 1 mois =
22 jours).

Les dates du stage sont fixées : du 15 janvier 2018 au 13 juillet 2018,

représentant une durée totale effective de : 6 mois

Le stagiaire sera présent Tous les jours ouvrables.

(préciser la fréquence - Ex : tous les jours, 1 semaine sur 2, tous les lundis et jeudis, du... au ... etdu... au ...).

Un avenant a la convention pourra étre établi en cas de modification des modalités de stage faite a la demande de |'organisme
d'accueil et du stagiaire.

La durée cumulée des périodes de stage ne peut dépasser six mois par année d'enseignement.

La date de fin de stage ne peut étre postérieure au 30 septembre de I'année en cours, Si tel était le cas, le stagiaire doit se réinscrire a
I'université et une nouvelle convention doit étre établie.

3-3 Horaires et conditions particuliéres

La durée hebdomadaire de présence du stagiaire dans I'organisme d'accueil suit les régles applicables aux salariés de l'organisme,
elle sera de : 35 heures.

Lorsque le stage implique des conditions de travail particuliéres (travail de nuit, dimanche ou jours fériés, etc...) la nature et la durée
de ces obligations doivent étre spécifiées précisément ci-dessous :

Non renseigné

3-4 Lieu de stage

Le stage se déroulera dans les locaux de I'organisme d'accueil a l'adresse suivante :

2163, avenue de la Pomme de Pin CS 40001 Ardon 45075 ORLEANS CEDEX, FRANCE
dans le service suivant: INRA URZF dirigé par AUGER-ROZENBERG Marie-Anne

3-5 Accueil et encadrement
Le stagiaire est suivi régulierement par I'enseignant référent désigné par I'université qui s'assure du bon déroulement du stage et du
respect des stipulations de la convention : (nom, prénom) Mademoiselle Prevost Genevieve
L'organisme d'accueil nomme un tuteur de stage chargé de I'accueil et de I'accompagnement du stagiaire et garant du respect des
stipulations pédagogiques de la convention : (nom, prénom) Monsieur ROUSSELET Jéréme

Article 4 - GRATIFICATION - AVANTAGES EN NATURE - REMBOURSEMENT DE FRAIS

4-1 Lorsque la durée du stage au sein d'une méme entreprise, administration publique, assemblée parlementaire, assemblée
consultative, association, ou tout autre organisme d'accueil sur le territoire frangais, est supérieur a deux mois consécutifs (44 jours
ou 308 heures), ou, au cours d'une méme année universitaire,  deux mois consécutifs ou non, le stage fait I'objet d'une gratification
versée mensuellement avec effet rétroactif au 1er mois.

La durée du stage s'apprécie compte-tenu de la présente convention et des éventuels avenants ayant pour effet de la prolonger.

La gratification est fixée par convention de branche ou accord professionnel, ou a défaut a 15% du plafond horaire de la sécurité
sociale défini en application de I'article L 241-3 du code de la sécurité sociale.

La gratification due par une administration, un établissement public ou tout organisme de droit public ne peut &tre cumulée avec une
rémunération versée par ce méme organisme d'accueil au cours de la période concernée. Le montant de cette gratification ne peut
excéder le montant minimum légal.

4-2 Lorsque la durée du stage estinférieure ou égale & deux mois, sur le territoire frangais, 'organisme d'accueil peut décider de
verser une gratification.

4-3 Montant de la gratification versée mensuellement en euros : 554 € euros/mois

Le montant Iégal s'éléve & de 3.60 euros de I'heure.

En cas de versement forfaitaire, une régularisation interviendra en fin de stage en fonction du nombre d'heures réellement effectuées.

La gratification est due sans préjudice du remboursement des frais engagés par le stagiaire pour effectuer son stage et des avantages
offerts, le cas échéant, pour la restauration, 'hébergement et le transport.

En cas d'interruption ou d'arrét de la présente convention, le montant de la gratification due au stagiaire est proratisé en fonction de la
durée du stage effectué.

4-4 Dans les organismes de droit privé, le stagiaire bénéficie des protections et droits mentionnés aux articles L 1121-1, L 1152-1 et L
1153-1 du code du travail.

Il'accede au restaurant d'entreprise ou aux titres-restaurant prévus a I'article L3262-1 du code du travail, a la prise en charge des frais
de transport prévue a l'article L 3261-2 du méme code et aux activités sociales et culturelles mentionnées a l'article L2323-83 du code
du travail, dans les mémes conditions que les salariés.

Liste des avantages accordés : Néant
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4-5 Dans les organismes de droit public, les trajets effectués par le stagiaire entre son domicile et son lieu de stage sont pris en
charge dans les conditions fixées par le décret 2010-676 du 21 juin 2010 instituant une prise en charge partielle du prix des titres
d'abonnement correspondant aux déplacements effectués par les agents publics entre leur résidence habituelle et leur lieu de travail,
Le stagiaire accueilli dans un organisme de droit public et qui effectue une mission dans ce cadre, bénéficie de la prise en charge de
ses frais de déplacement temporaire selon la réglementation en vigueur. Est considéré comme résidence administrative le lieu du
stage indiqué dans la présente convention,

Liste des avantages accordés : Accés a un restaurant d'entreprise (payant)

Article 5 - PROTECTION SOCIALE

Pendant la durée du stage, le stagiaire reste affilié a son systéme de sécurité sociale antérieur. Tous les stagiaires bénéficient d'une
protection contre les risques accidents du travail et maladies professionnelles. Ils sont rattachés au régime général de la Sécurité
Sociale.

Le paiement des cotisations accidents du travail et maladies professionnelles auprés de la Caisse Primaire d'Assurance Maladie
(CPAM) est assuré obligatoirement par ['Université ou le rectorat de I'académie en I'absence de gratification ou lorsque la gratification
est égale ou inférieure a 15% du plafond horaire de la sécurité sociale. C'est la CPAM du lieu du dormicile du stagiaire qui est
compétente en matiére d'accident du travail,

§-1 Gratification inférieure ou égale & 15% du plafond horaire de la sécurité sociale : la gratification de stage n'est pas soumise a
cotisation sociale.

Le stagiaire bénéficie de la législation sur les accidents de travail au itre du régime étudiant de l'article L 412-8-2 du code de la
Sécurité Sociale.

En cas d'accident survenant au stagiaire, soit au cours des activités dans I'organisme d'accueil, soit au cours du trajet, soit sur les
lieux rendus utiles pour les besoins de son stage, I'organisme d'accueil envoie la déclaration 4 [a CPAM en mentionnant I'Université de
Picardie Jules Verne comme employeur, avec copie  I'université (n° de SIRET de I'Université Picardie Jules Verne :
19801344300017).

5-2 Gratification supérieure a 15% du plafond horaire de la sécurité sociale : les cotisations sociales sont calculées sur le différentiel
entre le montant de la gratification et 15% du plafond horaire de la Sécurité Sociale.

Le stagiaire bénéficie de la couverture légale en application des dispositions des articles L 411-1 et suivants du code de la Sécurité
Sociale. En cas d'accident survenant au stagiaire, soit au cours des activités dans l'organisme d'accueil, soit au cours du trajet, soit
sur des lieux rendus utiles pour les besoins de son stage, I'organisme d'accueil, employeur, effectue toutes les démarches
nécessaires auprés de la CPAM et informe I'université dans les meilleurs délais.

Article 6 - RESPONSABILITE CIVILE ET ASSURANCES

L'organisme d'accueil et le stagiaire déclarent étre garantis au titre de la responsabilité civile.

Compagnie d'assurance du stagiaire : Allianz N° 36541246

Quelle que soit la nature du stage, le stagiaire s'engage a se couvrir par un contrat individuel d'assurance accident.

Lorsque I'organisme d'accueil met un véhicule 4 la disposition du stagiaire, il lui incombe de vérifier préalablement que la police
d'assurance du véhicule couvre son utllisation par un stagiaire.

Lorsque dans le cadre de son stage, le stagiaire utilise son propre véhicule ou un véhicule prété par un tiers, il déclare expressément a
I'assureur dudit véhicule cette utilisation et le cas échéant, s'acquitte de la prime afférente.

Atticle 7 - REGLEMENT INTERIEUR ET DISCIPLINE

Durant son stage, le stagiaire est soumis 4 la discipline et aux clauses du réglement intérieur qui lui sont applicables et qui sont
portées a sa connaissance avant le début du stage, notamment en ce qui concerne les horaires, et les régles d'hygiéne et de sécurité
en vigueur dans ['organisme d'accueil. Toute sanction disciplinaire ne peut étre décidée que par l'université. L'organisme d'accueil
informe I'université des manquements et lui fournit le cas échéant les éléments constitutifs.

En cas de manquement particuligrement grave ala discipline, I'organisme d'accueil se réserve le droit de mettre fin au stage tout en
respectant les dispositions détaillées a l'article 9.

Article 8 - AUTORISATIONS D'ABSENCE ET CONGES

En France (sauf en cas de regles particuliéres applicables dans certaines collectivités d'outre-mer frangaises ou dans des organismes
de droit public), en cas de grossesse, de patemité ou d'adoption, le stagiaire bénéficie de congés et d'autorisations d'absence d'une
duréeI équivalente 4 celle prévue pour les salariés aux articles L.1225-16 a L.1225-28, 1.1225-35, 1..1225-37, L.1225-48 du code du
travail,

Pour les stages dont la durée est supérieure & deux mois et dans la limite de la durée maximale de 6 mois, des congés ou
autorisations d'absence sont possibles,

Nombres de jours de congés autorisés : un jour par mois a partir du 3éme mois, avec effet au 1er mois du stage.

Les autorisations d'absence doivent étre prévues si possible dés I'établissement de la convention ou demandés au plus tard deux
semaines avant 'absence (cf le formulaire obligatoire disponible sur la plateforme « stages / emplois »).
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Article 9 - INTERRUPTION, PROLONGATION ET RUPTURE

Lorsque le stagiaire interrompt son stage pour un motif lié & la maladie, & un accident, a la grossesse, a la paternité, a I'adoption ou,
en accord avec |'établissement, en cas de non-respect des stipulations pédagogiques de la convention ou en cas de rupture de la
convention a linitiative de I'organisme d'accueil, 'UPJV valide la période de stage, méme sil n'a pas atteint la durée prévue dans le
cursus, ou propose au stagiaire une modalité alternative de validation de sa formation. En cas d'accord des parties a la convention, un
report de la fin du stage, en tout ou partie, est également possible par la rédaction d'un avenant.

Pour toute autre interruption temporaire du stage (absence injustifiée...), I'organisme d'accueil avertit I'université par courrier. En cas
d'accord des parties & la convention, un report de la fin du stage est possible afin de permettre la réalisation de la durée totale du
stage prévue initialement. Ce report fera |'objet d'un avenant a la convention de stage.

Un avenant a la convention de stage pourra étre établi en cas de prolongation du stage sur demande conjointe de l'organisme
d'accueil et du stagiaire, dans le respect de la durée maximale fixée par la loi (6 mois) et de I'échéance du 30 septembre.

Toutle difficulté survenue dans le déroulement du stage devra étre portée a la connaissance de tous les intéressés afin d'étre résolue
au plus vite. '

En cas de volonté d'une des trois parties (organisme d'accueil, université, stagiaire) d'arréter définitivement le stage, celle-ci devra
immédiatement en informer les deux autres parties par écrit. Les raisons invoquées seront examinées en étroite concertation. La
décision définiive d'arrét du stage ne sera prise qu'a lissue de cette phase de concertation. Un avenant de rupture sera établi.

Article 10 - DEVOIR DE RESERVE ET CONFIDENTIALITE

Le devoir de réserve est de rigueur absolue et apprécié par 'organisme d'accueil compte-tenu de ses spécificités. Le stagiaire prend
donc I'engagement de n'utiliser en aucun cas les informations recueillies ou obtenues, aux fins de publication ou de communication a
des tiers, sans accord préalable de I'organisme d'accueil, y compris le rapport de stage. Cet engagement vaudra non seulement pour
la durée du stage mais également aprés son expiration. Le stagiaire s'engage & ne conserver, emporter, ou prendre copie d'aucun
document ou logiciel, de quelque nature que ce soit, appartenant a 'organisme d'accueil, sauf accord de ce dernier.

Dans le cadre de la confidentialité des informations contenues dans le rapport, I'organisme d'accueil peut demander une restriction de
la diffusion du rapport, voire le refrait de certains éléments confidentiels.

Les personnes amenées a en connaitre sont contraintes par le secret professionnel & n'utiliser ni ne divulguer les informations du
rapport.

Article 11 - PROPRIETE INTELLECTUELLE

Conformément au code de la propriété intellectuelle, si le travail du stagiaire donne lieu & la création d'une ceuvre protégée par le droit
d'auteur ou la propriété industrielle (y compris un logiciel), si I'organisme d'accueil souhaite I'utiliser et que le stagiaire en est d'accord,
un contrat devra étre signé entre le stagiaire (auteur) et I'organisme d'accueil.

Devront notamment étre précisés I'étendue des droits cédés, 'éventuelle exclusivité, la destination, les supports utilisés et la durée de
la cession, ainsi que, le cas échéant, le montant de la rémunération due au stagiaire au titre de la cession. Cette clause s'applique
quel que soit le statut de I'organisme d'accueil.

Article 12 - RECRUTEMENT

S'il advenait qu'un contrat de travail prenant effet avant la date de fin du stage soit signé avec ['organisme d'accueil, la présente
convention deviendrait caduque ; le stagiaire ne reléverait plus de la responsabilité de I'université. Cette derniére devrait
impérativement en étre avertie avant la signature du contrat de travail.

Article 13 - FIN DE STAGE - RAPPORT - EVALUATION - DELAI DE CARENCE

A llissue du stage, I'organisme d'accueil délivre au stagiaire une attestation de stage dont le modéle figure en annexe. Il remplit
également une fiche d'évaluation de I'activité du stagiaire qu'il retourne a I'université.

Le stagiaire doit remettre un rapport de stage a I'enseignant référent ainsi qu'a 'organisme d'accueil.

Par ailleurs, il saisit sur la Plateforme « stages / emplois » le formulaire dans lequel il évalue la qualité de I'accueil dontil a bénéficié au
sein de I'organisme d'accueil.

Ce document d'évaluation n'est pas pris en compte dans son évaluation ou dans |'obtention du diplome ou de la certification.

Le tuteur de stage de I'organisme d'accueil ou tout autre membre de cet organisme appelé a se rendre a ['université dans le cadre de
la préparation, du déroulement et de la validation du stage, ne peut prétendre & une quelconque prise en charge ou indemnisation de
la part de I'université.

L'accueil successif de stagiaires, au fitre de conventions de stage différentes, pour effectuer des stages dans un méme poste, n'est
possible qu'a 'expiration d'un délai de carence égal au tiers de la durée du stage précédent. Cette disposition n'est pas applicable
lorsque ce stage précédent a été interrompu avant son terme a l'initiative du stagiaire.

Article 14 - DROIT APPLICABLE - TRIBUNAUX COMPETENTS

La présente convention est régie exclusivement par le droit frangais. Tout litige non résolu par voie amiable sera soumis a la
compétence de la juridiction frangaise compétente.
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Faita Amiens, le 24 octobre 2017

X Le Représentant de I'organisme, ﬁ ési
g/u (signature et tampon) { h%ggﬁgzgtBENLAHSENf'
C.DBEgav Mo /f

La Directrica de la;‘uo[p
Dliectico Adjolite Y/
fivices d'Appul & Ia Reehereho

Annexe a la convention ; N. POUVREAY o

- Attestation de fin de stage a renseigner par l'organisme d'accueil Virginie CLE‘M:‘ENT»S'I'RN‘J/\'I'I

\ (

NOM DE L’ETUDIANT : Caroline VIOT

NOM ETABLISSEMENT : INRA - INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE

CATEGORIE DE L’ETABLISSEMENT : EPST

SIRET : 180070039 00839 APE : 7279Z

ADRESSE PRINCIPALE : 2163, avenue de la Pomme de Pin CS 40001 Ardon
45075 ORLEANS CEDEX

ADRESSE LIEU DE STAGE (si autre) : INRA URZF (méme adresse)

Nom prénom du Président de Centre (directeur) : BEAUMONT Catherine qui représente
PINRA

Téléphone : 02.38.41.78.00

Mail : catherine.beaumont@inra.fr
Nom prénom du Directeur de I’'Unité URZF : AUGER-ROZENBERG Marie-Anne

Téléphone : 02.38.41.78.56
Mail : marie-anne.auger-rozenberg@inra.fr

Nom-prénom du maitre de stage : ROUSSELET Jéréme
Téléphone :02.38.41.48.48
Mail : jerome.rousselet@inra.fr

Date du stage : du 15 janvier 2018 au 13/07/2018

Sujet du stage : « Réle du commerce ornemental dans I'invasion fulgurante de la pyrale du
buis: tragage génétique des populations colonisant la Région Centre Val de Loire »

Taches : Pas de travail les samedis dimanches ni jours fériés... et aucun travail en horaires
de nuit. Semaine du lundi au vendredi de 9h a 17h sur 35h00

Informations complémentaires : Restaurant d’entreprise sur place (payant), gratification de
stage conformément a la législation.
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ﬂ i\\g ?A REPUBLIQUE FRANCAISE

" SCIENCE & IMPACT

DECISION DE GRATIFICATION

LE PRESIDENT DE L'INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE,

— Vu la note de service n°® 2016-12 du 12 Février 2016 relative aux stagiaires,

- Vu la convention de stage en date du conclue entre , I'NRA du Centre de recherche Val de Loire et Madame
VIOT Caroline

DECIDE

Article 1

Une gratification est accordée a Madame VIOT Caroline matricule 171158R selon les modalités définies par la note
de service du 12 février 2016, pendant le stage qu'elle effectue a l'unité du Centre de recherche Val de Loire du
15/01/18 au 13/07/18 dans le cadre de la convention susvisée.

Article 2

Le montant mensuel de la gratification est calculé selon le temps de présence effective du stagiaire sur la base d’un
taux horaire égal a 15% de la valeur du plafond horaire de Sécurité Sociale soit 3.75 € (valeur au ler janvier 2018).

Imputations budgétaires

Date de début / Date de fin: 15/01/18 / 13/07/18
Destination/Entité de rattachement : AIEFPA EFPA
Nature budgétaire : DB00

Code contrat/partenaire : 32000733 K000000055
Origine du financement : RPC

Type source : 141

Projet :

Fait a2 Ardon
le 09/01/2018

Pour le Président de I'Institut National de la
Recherche Agronomique,

Destinataires :

- Dossier e -

- Agence comptable Secondaire VdeL, ==~ &B Chashine RE ry

- Intéressé(e) e

- M. le Directeur de I’unité URZF ﬁ DN YA ‘)\( RH . \/a( (.‘e ,&N
- Contrat P

Conformément A la réglemeatation en vigueur vous avez la possibilité, si vous le désirez, dans le délai de deux mois. 3 compter de la date de notification de la présente dévision,
soit de vous pourvoir contre celle-ci devant la juridiction compétente, soit de former préalablement & toute action én justice un recours gracicux ou hiérarchique.
Dans ce cas vous disposeriez pour vous pourvoir devant L juridiction compétente, dun délai de deux mois commengant & courir,
¢n cas de lettre rejetant votre revouss, & la date de réception de cette lettre, en cas de non réponse & votre recours pendant deux mois, 4 la date d'expiration du deuxiéme mois.

Etablissement public & caractére scientifique et technologique placé sous la tutelle conjointe des ministres chargés de la recherche et de l'agriculture



Resume

Depuis son premier signalement en 2008 a Weil-&mitRen Allemagne, la pyrale du
buis Cydalima perspectaljsi’a pas cessé de se propager dans toute I'E@tapetamment en
France qu’elle a presque totalement colonisé een$0Arrivant d’Asie et plus précisément de
Chine grace au commerce ornementale du buis, alleuser de ses capacités de vol pour se
disperser rapidement. Ceci couplé a une multigfeduction en France venant de Chine et des
pays voisin, créant des populations dites « téodé », et un commerce du buis florissant leur
servant de disperseur passif, l'invasiorGleerspectali®st devenu fulgurante.

Cette étude est consacrée a la compréhensiorogssdi/invasions de la pyrale du buis
a travers la variabilité génétique. Des marqueucsasatellites ont été utilisés pour cela. Les
résultats obtenus ont permis d’observer une straiitm génétiqgue des populations en France
par rapport aux primo-foyers cités dans la litiématreflétant I'invasion d€. perspectalis
jusqu’en Région Centre. La présence de plusiglustersbien distincts refléte le phénomeéne
d’introduction multiple. Mais aussi, la présencadixtureentre les différentslusters ont
aussi montré une migration évidente qui lorsqu’elégait pas cohérente (effet « Patchwork »)
a permis de déterminer le réle important du commdrcbuis dans ce processus d’invasion en
servant de transporteur accidentel.

Mots-clés : Cydalima perspectaljsPyrale, invasion, génétique, Microsatellite, coence,
buis.

Abstract

Since its first report in 2008 in Weil-am-RheinGermany, the box tree moftydalima
perspectalishas not stopped spreading throughout Europe smetally in France that it has
almost completely colonized in 10 years. ComingnfrAsia and more precisely from China
thanks to the ornamental boxwood trade, it was @blese its flying abilities to spread quickly.
This coupled with a multiple introduction into Fcanfrom China and neighbouring countries,
creating so-called « bridgehead » populations, afidurishing boxwood trade serving as a
passive disperser, the invasionfperspectali©ias become fast.

This study is devoted to understanding the invapathways of box tree moth through
genetic variability. Microsatellite markers wereedsfor this. The obtained results made it
possible to observe a genetic structuring of theufadions in France compared to the primo-
foyers cited in the literature reflecting the invasof C. perspectalisip to the Région Centre.
The presence of several distinct clusters refibephenomenon of multiple introductions. But
also the presence of admixture between the diffelasters, also showed an obvious migration
which when it was not coherent (Patchwork effecdmit possible to determine the important
role of the boxwood trade in this invasion prodegserving as accidental transporter.

Keywords: Cydalima perspectaljgMoth, invasion, genetics, Microsatellite, tradexwood.



