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Résumé

La constante augmentation des probléemes écologiques et économiques liés aux invasions
biologiques nécessite une meilleure compréhension des mécanismes par lesquels une espece
introduite dans un nouvel environnement parvient a s’établir et a se propager. Les insectes
sociaux figurent parmi les animaux les plus invasifs, causant souvent des dégats considérables.
Jusqu'a aujourd’hui, les études se sont focalisées sur les Hyménoptéres sociaux. Chez ces
insectes, il a été montré que l'organisation sociale des populations introduites présente souvent
des caractéristiques propres (polygynie, unicolonialité) pouvant expliquer, au moins en partie,
leur succes invasif. Bien que les Isoptéres (termites) introduits sont nombreux, ils n’ont fait
'objet que de peu d’études.

L’objectif principal de cette thése est de caractériser l'organisation sociale des
populations introduites chez les Isopteres, a travers I'’étude du termite américain Reticulitermes
flavipes (Rhinotermitidae) introduit en France. Cette étude vise plus précisément a répondre a
trois questions: (i) l'organisation sociale des populations introduites varie t-elle de celle des
populations natives ? (ii) si oui, est-ce que ces variations résultent d’'une évolution suite a
I'introduction ? (iii) Est-ce que les caractéristiques sociales acquises par les colonies introduites
favorisent leur installation et leur propagation en France ?

L’étude de la structure génétique d’'une population introduite francaise de R. flavipes
révele une organisation sociale particuliere qui differe fortement de l'organisation sociale
rencontrée dans la majorité des populations américaines. Les colonies francaises sont
spatialement tres étendues et possédent toutes de nombreux reproducteurs secondaires
néoténiques. De plus, les analyses génétiques montrent une fréquence importante de fusion
coloniale, un phénomene absent ou rare dans la majorité des populations américaines.

Nos études de comportement dévoilent que les colonies introduites de R. flavipes ne sont
jamais agressives les unes envers les autres. Cette absence d’agression intraspécifique, associée
a une homogénéité des facteurs jouant dans la reconnaissance coloniale (hydrocarbures
cuticulaires), pourraient expliquer I'importante proportion de fusion coloniale. Les résultats de
comportement révelent également que R. flavipes est trés agressif vis-a-vis de l'espece
autochtone francaise, R. grassei, avec lequel il est en compétition dans certaines régions de
France.

Les analyses phylogéographiques des populations de R. flavipes suggerent, a la fois sur la
base d'un marqueur mitochondrial (CO II) et des microsatellites, des populations de Louisiane
comme source de l'introduction des populations francaises. L’étude des composés chimique
(hydrocarbures cuticulaires et composés défensifs des soldats) conduit a la méme conclusion.
Par ailleurs, les analyses indiquent que le niveau de diversité génétique dans les population
introduites est plus faible que celui des populations louisianaises, suggérant la présence d'un
effet de fondation durant lI'introduction.

L’ensemble de ces études montrent que I'organisation sociale des populations francaises
de R. flavipes a évolué suite a l'introduction. La présence de nombreux reproducteurs au sein des
colonies et les fusions coloniales associées au manque d’agression intraspécifique sont des
caracteres analogues a la polygynie et 'unicolonialité des Hyménoptéres sociaux introduits. Ces
caractéristiques sociales des populations de R. flavipes semblent étre propices a 'installation et a
I'expansion de ce termite en France, notamment en zone perturbée. Les possibles origines
évolutives des variations observées entre les populations natives et introduites de ce termite
sont discutées.

Mots-clés : Invasions biologiques, Insectes sociaux, Organisation sociale, Unicolonialité, Systéme
de reproduction, Termites, Néoténie, Fusion, Phylogéographie, Compétition, Diversité génétique,
Hydrocarbures Cuticulaires, Microsatellites.






Abstract

The increasing ecological and economical problems caused by biological invasions
require a better understanding of the mechanisms involved in the establishment and
propagation of introduced species in their new environment. Social insects figure amongst the
most invasive of all animal species, often responsible for considerable damages. Until now, most
studies on invasive social insects focused on social Hymenoptera (ants, bees, wasps). In these
insects, it has been revealed that the social organization of introduced populations often
exhibited particular characteristics (polygynous, unicoloniality), which could explain, at least
partly, their invasive success. Although Isopteran (termites) introductions are numerous, studies
of Isopteran introductions remain rare.

The principal objective of this thesis is to characterize the social organization of
introduced Isoptera, through the study of the American termite Reticulitermes flavipes
(Rhinotermitidae) introduced in France. Three questions guide this studies: (i) Does the social
organization differ between introduced and native populations? (ii) If so, do these variations
result of an evolutionary process after introduction? (iii) Do the newly acquired characteristics
of introduced populations favor their establishment and expansion in France?

The genetic structure of an introduced French population reveals a particular social
organization that strongly differs from the one described in native populations. French colonies
are spatially extended and all possess numerous neotenic reproductives. In addition, genetic
analyses show that the prevalence of colony fusion in this introduced population is much more
important in comparison with the prevalence of such event in American populations.

As observed in invasive ants, our behavioral studies show a complete lack of aggression
between colonies of introduced populations. This lack of aggressive behavior associated with an
important homogeneity of the recognition cues (cuticular hydrocarbons), could explain the
important prevalence of colony fusion in France. Furthermore, the results also reveal that R.
flavipes presents a superiority (based on aggressive behavior) towards the indigenous sympatric
species, R grassei.

The phylogeographic analyses of several native and introduced populations based on
both mtDNA (COII) and microsatelitte loci suggest that French populations might have been
founded by individuals from southeastern American populations, and more likely from the state
of Louisiana. Interestingly, the analyses of chemical compounds (cuticular hydrocarbons and
defensive compounds of soldiers) suggest the same conclusion. Furthermore, analyses also
indicate that the level of genetic diversity within French populations is lower than the level of
genetic diversity within populations from Louisiana, suggesting a bottleneck effect during
introduction.

Altogether these studies indicate that the social organization of R flavipes evolved after
its introduction in France. The ability of French colonies to produce numerous neotenic
reproductives as well as their capacity to fuse can be viewed as analogous to polygyny and
unicoloniality observed in invasive social Hymenoptera. In addition, this study also suggests that
the acquisition of this social organization probably increase the ability of the introduced
termites to establish and colonize their new geographical range, especially in “anthropized” area.
The possible evolutionary origins of the observed variations between native and introduced
populations are discussed.

Key-words : Biological invasions, Social Insects, Social organisation, Unicoloniality, Breeding

system, Termites, Neoteny, Fusion, Phylogeography, Competition, Genetic diversity, Cuticular
Hydrocarbons, Microsatellites.
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Contexte Général

Les invasions biologiques sont une préoccupation ancienne et récurrente, par le fait
que les causes et les conséquences de ces phénomenes sont trés diverses. Comprendre
les raisons du succes invasif d’'une espece est fondamental afin de mieux appréhender
les phénomeénes d’expansion et d’extinction sous-jacents. D’autre part, 1'étude des
invasions biologiques permet également d’élargir les données en écologie générale et
biologie évolutive sur les traits d’histoire de vie des espéces et les processus

d’adaptation qu’engendre l'introduction de populations allochtones.

En constante augmentation depuis un siecle, les invasions biologiques sont de plus
en plus étudiées, aussi bien chez les organismes végétaux qu’animaux. Parmi les groupes
les plus documentés, les insectes dit « sociaux » ont été définis comme d’excellents
invasifs (Moller 1996). De nombreuses études ont démontré que les populations
introduites d’insectes sociaux présentent souvent des modifications dans leur
organisation sociale impliquées dans le succes invasif de ces especes (Chapman and
Bourke 2001). Ces modifications de l'organisation sociale ont été bien étudiées chez les
Hyménopteres sociaux introduits (abeilles, bourdons, guépes et fourmis). Néanmoins le
constat n’est pas le méme chez les Isopteres (termites) ou tres peu d’études sont

recensées.

L’'objectif général de ma these est d’accroitre nos connaissances sur les
processus liés aux invasions biologiques chez les insectes sociaux a travers I'étude
de l'introduction du termite américain Reticulitermes flavipes en France. Ce
termite, anciennement nommé R. santonensis, a montré une colonisation rapide sur une
grande partie du territoire francais. Une étude préliminaire sur les populations
introduites de R. flavipes a mis en évidence un systeme de reproduction particulier
(Dronnet 2004). Cependant encore beaucoup de questions demeurent tant sur les
éventuels modifications de structure sociale que I'histoire et les capacités invasives des

populations introduites.

Ce travail de thése fait partie d’'une des problématiques de 1'équipe ISEC (Insectes
Sociaux et Ecologie Chimique) dirigée par A.-G. Bagneéres traitant des invasions

biologiques chez les insectes sociaux a travers la these de S. Dronnet (2004) portant sur
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la « structure reproductrice, distances génétiques et variations chimiques, inter-et intra-
coloniales, chez le termite souterrain R. santonensis », la these de L. Leniaud (2008)
intitulée « Potentialités ontogéniques, différenciation des castes et conséquences sur la
structure génétique des termites du genre Reticulitermes » et 'étude de la signature
chimique et de la structure des nids du frelon asiatique en France par E. Darrouzet. Cette
présente these s’inscrit dans un projet de collaboration international scientifique avec le

laboratoire de Edward Vargo a I'Université de Raleigh de Caroline du Nord (PICS).

Apres cette introduction, la suite de la premiere partie sera consacrée a une
présentation générale du contexte de la thése a travers une synthese bibliographique
sur les invasions biologiques, la présentation du modele d’étude, et 'énoncé de la
problématique et des quatre principaux objectifs. Ensuite la deuxieme partie de la these
sera dédiée aux résultats des quatre objectifs qui ont donné lieu a quatre études. Dans
une derniére partie, une discussion générale et une conclusion seront présentées, ainsi

que les perspectives découlant de ce travail de these.



B- Synthese Bibliographique : Les
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I. Les invasions biologiques

1. Contexte sociétal

La biodiversité est confrontée a de nombreuses menaces sur I'ensemble de la
planéte incitant les scientifiques, écologistes et experts a parler de sixiéme crise
d’extinction. Les invasions biologiques (introduction d’espéces animales et végétales en
dehors de leur aire de répartition « naturelle », Encart 1) sont considérées comme la
deuxieme cause d’extinction des espéces apres la destruction des habitats (phénomenes
d’anthropisation) et avant la surexploitation des ressources (IUCN1) (Wilcove et al,
1998, Sax and Gaines 2008). Méme si les colonisations, les extinctions et les invasions,
ont toujours existé, 'homme a modifié un équilibre en accélérant et amplifiant les
phénomenes d’introduction, et en dégradant les milieux les rendant propices aux
invasions. A I'échelle des temps géologiques, la modification de I'aire de répartition des
especes est un phénomene naturel jouant un réle dans la spéciation et la dynamique des
populations. Cependant vers le 16eme siecle, avec les grandes explorations, les
colonisations et le développement du commerce maritime, 'homme a augmenté et
accéléré cette dynamique naturelle. Pour cette raison, des populations ont été
volontairement ou involontairement introduites en dehors de leurs frontieres
naturelles, brisant les barrieres géographiques qui structuraient la distribution des
especes (Mayr 1963). Depuis les années 1960, lintensification des échanges
commerciaux, multipliée par 17 de 1965 a 1990, (Perrings et al. 2005) n’a fait
qu'amplifier I'accélération des flux migratoires. Ainsi, le taux des invasions n’a cessé
d’augmenter ces derniéres années (Schmitz et al. 1997, Pimentel et al. 2001),
engendrant des dégats décrits comme « insidieux, en augmentation et irréversibles »
(Sandlund et al. 2001, Hulme et al. 2009). Il est aussi important de signaler que les
invasions engendrent de nombreux dégats économiques pouvant s’élever a plusieurs
milliards de dollars par an (Pimentel 2002). Pour prévenir ces dommages liés aux
invasions, 'lUCN a élaboré plusieurs lignes directrices. Une de ces directives est
d’encourager la recherche sur les especes invasives en apportant des informations sur

leur statut, leur distribution, leurs caractéristiques biologiques, et leurs effets, et ainsi de

1Union Internationale pour la Conservation de la Nature
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Encart 1. Définition d’une espéce invasive

Le terme « invasion » est utilisé pour la premiere fois par Goeze en 1882 (cité dans Rejmanek
et al. 2002) en définissant la prolifération d’organismes étrangers dans de nouveaux environnements.
Mais ce n’est qu’en 1958 grace a Elton et son ouvrage pionnier « The ecology of invasions by animals
and plants » (Elton 1958) que I'étude des invasions biologiques a pris toute son ampleur.
L'augmentation des déplacements d’organismes vivants entre les continents dés la fin du XIXe siécle a
engendré une rapide augmentation d’études sur les espéces non-natives, d’abord en écologie des
communautés et plus récemment en biologie évolutive (Davis et al. 2001). Cependant cet élan a
également donné suite a de nombreuses définitions, pas toujours claires, des termes concernant les
invasions (Richardson et al. 2000, Davis et al. 2001, Rejmanek et al. 2002, Colautti and Mac Isaac 2004,
Valéry et al. 2008). Aujourd’hui, 'utilisation de ces différentes terminologies fait souvent 'objet de
débat (Falk-Petersen et al. 2006). Par exemple les deux termes « invasive » et « envahissante » a
suscité de nombreuses controverses en France (« envahissante » étant la traduction francaise littérale
du mot anglais« invasive ») par le fait que la langue francaise utilisait les deux termes mais avec une
signification différente (voir définitions encart 2). Il est important également de mentionner que le
statut d’une espéce (native ou invasive) dépend du contexte spatio-temporel choisit. En effet, une
espece est considérée comme invasive lorsqu’elle se trouve en dehors de son aire de répartition
naturelle mais a quelle date définit-on cette répartition naturelle et quelles sont les limites spatialles
définissant I'aire de répartition naturelle des especes ? Les auteurs du livre « Invasions biologiques et
extinctions, 11 000 ans d’histoire des Vertébrés en France » ont montré que le début des invasions
biologiques dataient principalement des derniéres années de I’'Holocéne (Pascal et al. 2006), en
prenant comme cadre spatiale la France. Il semble donc important de redéfinir le terme d’espece
invasive qui sera employé au cours de cette these et de préciser qu’'une espéce non-native ne

deviendra pas forcément invasive.

Dans ce manuscrit une espece invasive sera considérée comme une espéce introduite en
dehors de sa répartition naturelle, définie a partir de I’an 1500, présentant une expansion rapide et
qui provoque de nombreux problémes sanitaires, sociauxéconomiques, et/ou entrainent une perte

de biodiversité (Richardson et al. 2000, Sandlund et al. 2001).
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créer des bases de données accessibles a tous (les «listes noires»). C'est dans ce
contexte qu’a été mené le projet DAISIE2 en Europe. Achevé en 2008, il a révélé la
présence de 11 000 espéces introduites en Europe (Vila et al. 2010). Méme si le nombre
total d’espéces invasives n’est pas réellement connu, il n’en semble pas moins tres élevé.
Les invasions biologiques concernent tous les groupes taxonomiques, des virus aux
mammiferes, en passant par les algues, les invertébrés et les plantes supérieures.
Aujourd’hui, méme si des progrés ont été accomplis, la capacité a prédire les
conséquences de l'introduction d’espéces non indigenes demeure encore insatisfaisante.
Ainsi, 'apport de nouveaux travaux de recherche de toutes disciplines est essentiel pour

constituer une base de connaissance solide sur les invasions biologiques.

2. Conséqguences des invasions biologiques

Le nombre d’études augmentant ces dernieres années ne cesse de prouver
I'importance des dégats occasionnés par les invasions biologiques (Mooney and Cleland
2000, Pejchar and Mooney 2009). Les invasions biologiques ont un impact économique
important avec par exemple un dommage estimé a 120 milliards de dollars par an aux
Etats-Unis (Pimentel. et al 2005). Cependant, la plupart des estimations ne prennent pas
en compte toutes les conséquences écologiques des invasions comme la perte d’especes
autochtones qui reste difficile a évaluer économiquement (Pimentel et al. 2005). Les
especes invasives perturbent les communautés envahies par des interactions directes
avec les especes indigenes par prédation, compétition, hybridation ou encore le
parasitisme, mais alterent également indirectement le fonctionnement des
communautés et des écosystemes par des cascades de réactions dans les réseaux

trophiques.

L’introduction d'un prédateur dans un nouvel écosysteme peut avoir des
conséquences désastreuses sur les especes locales devenues proies. Une forte pression
de prédation peut amener a une réduction importante de l'effectif des populations
locales d’'une espéce, a un déplacement de ces populations, ou encore, si cette pression
est trop forte, a la disparition de I'espéce. Un exemple bien connu est I'introduction du

serpent brun arboricole, Boiga irregularis, originaire d’Australie, de Nouvelle-Guinée et

2Delivering Alien Invasive Species Inventories in Europe ; http://www.europe-aliens.org/

31



Présentation Générale

des ile Salomon sur I'lle de Guam (Williamson and Fitter 1996). Ce prédateur a perturbé
les communautés locales (Savidge 1987) en diminuant les effectifs des populations de
12 espeéces d’'oiseaux et de 11 espéces de 1ézards, et en engendrant la disparition de 25
especes d’oiseaux (Wiles et al. 2003). Ces pertes semblent étre expliquées par I'absence
de comportement de fuite des proies non adaptées a ce prédateur (Fritts et Rodda
1998). Un autre exemple montrant l'impact de lintroduction d'un prédateur en
association avec la pollution est celui de le perche du Nil, Lates niloticus, dans le lac
Victoria (Afrique de I'Est). Ce poisson a entrainé la disparition de plus de 50% des 600

especes endémiques du lac (Kaufman 1992, Schofield and Chapman 1999).

L’introduction d’'un nouveau compétiteur a également un impact important sur les
especes locales. Les conséquences sont identiques a celles de l'introduction d'un
prédateur : réduction des effectifs des populations locales en compétition, déplacement
de ces populations ou par une compétition a long terme disparition des populations
indigenes. L'invasion de l'algue, Caulerpa taxifolia, en Méditerranée a entrainé un
appauvrissement sévere de la communauté par compétition pour la lumiere (Verlaque
1994). L'introduction de la moule zébrée, Dreissena polymorpha, en Europe de I'Ouest et
en Amérique, menacent 40 a 75% des especes indigenes d’'Unionides et de poissons par
compétition pour le substrat et pour la nourriture (Ricciardi et al. 1998). Les
hybridations entre especes introduites et indigénes peuvent étre également a I'origine
de nouveaux compétiteurs hybrides. Ce phénomene est nommé « effet d'hétérosis » ou
« vigueur hybride » et se traduit par la supériorité pour de nombreux caractéres de
l'individu hybride (rendement reproductif et résistance aux maladies). Le cas est bien
connu chez une herbacée, Spartina anglica, taxon dérivé d’une espece américaine
introduite Sp. alterniflora et d’'une espéce native européenne Sp. maritima (Ellstrand and
Schierenbeck 2000). En prenant la place d’'un de ses parents, cet hybride a envahi de

nombreuses cotes francaises et anglaises.

L’introduction d’essences forestieres est souvent accompagnée de tout le cortege
parasitaire de celles-ci. Ces nouveaux parasites induisent des dégats importants par le
fait que les espéces indigenes n’ont pas coévolué et n'ont pas développé de résistance
vis-a vis des pathogeénes. Le champignon provenant d’Asie, Ophiostoma novo-ulmi, est

responsable de la maladie nommée la graphiose de 'Orme. Son introduction en Europe a
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engendré la mort de millions d’arbres (Desprez-Loustau et al. 2010). Un autre exemple
est celui du nématode Bursaphelenchus xylophilus introduit en Europe et en Asie a partir
d’Amérique du Nord, il infeste principalement les pins qui dépérissent en 60 jours. En
Amérique du Nord, son aire d’origine, ce ver ne provoque que des dégats restreints car
les populations de pins indigenes ont développé des mécanismes de défense (Robinet et

al. 2009, Xie et al. 2009).

D’'une maniere générale, les especes invasives engendrent des perturbations
irréversibles dans le fonctionnement des écosystemes en modifiant les interactions
trophiques entre organismes. Un exemple intéressant est celui de I'introduction du lapin
européen, Oryctolagus cuniculus, en Australie. Depuis son introduction estimée en 1859,
le lapin européen a rapidement envahi toute I’Australie (Williamson and Fitter 1996).
Pourtant originaire d’'un nombre trés faible d’individus lors de lintroduction, les
populations invasives présentent une diversité génétique égale a celle des populations
francaises ou anglaises. Il semblerait que son expansion rapide, et I'adaptation a des
conditions climatiques locales variées, auraient facilit¢ le maintien d'un certain
polymorphisme génétique (Zenger et al. 2003). Les premiers dégats visibles furent la
diminution de la densité des especes végétales dont il se nourrit (Fenner and Fantini
1999). Ensuite, par compétition avec cet herbivore invasif, des populations de
marsupiaux et de rongeurs sont aujourd’hui des especes menacées (Moritz et al 2003).
Mais en plus de ces effets directs, la pression d’herbivorie exercée par le lapin a
augmenté I'érosion et l'aridification de nombreux milieux, induisant indirectement la

disparition d’autres populations indigenes (Fenner and Fantini 1999).

Bien que l'ultime étape de cet impact semble étre l'extinction de certaines
populations lorsque la pression exercée par l’espece invasive est trop forte, il a été
énoncé que l'invasion d’especes exogénes pouvait créer des conditions idéales pour
promouvoir la diversification (Vellend et al. 2007). Cette diversification est définie
comme une augmentation de la diversité génétique dans des populations d’especes
indigénes ou exotiques. Une grande diversité génétique dans les populations introduites
provient souvent d’introductions répétées d’individus en provenance de divers lieu
d’origine. C’est par exemple le cas du lézard cubain, Anolis sagrei, huit introductions en

Floride ont généré plus de variations génétiques que celles présentes dans les
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populations natives (Kolbe et al. 2004). De plus, grace aux phénomeénes d’hybridation,
'existence d’hybrides viables engendrent I'apparition de nouvelles espéeces et donc une
diversification (Vellend et al. 2007). Un autre exemple tout aussi intéressant est celui de
I'escargot d’eau douce, Melanoides tuberculata, introduit en Amérique a partir de 1'Asie
et de I'Afrique. En Martinique, des études ont mis en évidence une forte diversité
génétique que les scientifiques ont attribuée a de multiples introductions (Facon et al.
2008). Mais ce phénomene a été accentué par des croisements de souches différentes
qui ont conduit a I'apparition d’especes nouvelles. Cependant, aujourd’hui les études sur

les invasions montrent bien plus d’exemples d’effets négatifs que de diversification.

Par les différentes interactions qu’'induit l'introduction d’'une espéce dans un
nouvel écosystéme, les invasions biologiques constituent des modeles d’études tout a
fait appropriés en écologie des communautés. En effet, I'étude des invasions biologiques
peut aider a comprendre les relations interspécifiques et celles des especes avec

I'écosysteme.

3. Meécanismes écologigues et évolutifs des invasions biologigues

3.1 Processus écologiques de I'invasion

L’étude des invasions biologiques a permis de définir trois phases caractéristiques
de leur dynamique: l'introduction, l’établissement de populations viables, et
I'invasion proprement dite caractérisée par l'accroissement démographique suivie
de I'’expansion spatiale (Figure 1) (Kolar and Lodge 2001). A chacune de ces phases le
processus d’invasion peut étre interrompu par la présence de différentes barrieres dans

la nouvelle aire d’introduction (Richardson et al. 2000).

Phase 1 : Introduction dans le nouvel environnement

Cette premiere étape du processus d’invasion correspond au franchissement de la
barriere géographique de l'environnement d’origine a celui de lintroduction. A
I'intérieur de cette phase il est possible de différencier 3 étapes qui auront des
conséquences décisives sur la diversité et la structure génétique des populations dans la

nouvelle aire (Richardson et al. 2000, Colautti and Maclsaac 2004).
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Figure 1. Les 3 étapes évolutives du processus invasifs (Kolar et al. 2001, Richardson et al. 2000)
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En effet, durant ces étapes, les individus prélevés vont subir une succession de pressions

qui déterminera la taille et le nombre de propagules3 (Lockwood et al. 2005) :

- Le prélevement d’individus dans l'aire d’origine.
« L’échantillonnage » des individus peut induire des différences marquées de
composition génétique entre les populations introduites et les populations de l'aire
d’origine. Le nombre d’individus et de populations prélevés et leurs caractéristiques
(localisation géographique, adaptation locale et diversité génétique) vont déterminer la
variabilité génétique au sein des migrants et leur future capacité d’adaptation dans le

nouvel environnement (Lockwood et al. 2005).

- Le transport par 'homme de I’espece dans la nouvelle aire.
Cette étape est critique car elle constitue le franchissement d’'une barriére géographique
(Lockwood 1999). En effet, les propagules transportées sont sous influence du taux de
migration. Elles pourront étre fragilisées par leurs petites tailles, mais aussi par la durée
du transport et les pressions exercées durant le voyage, ainsi seuls les individus
capables de survivre arriveront dans la nouvelle aire (Lodge 1993, Kolar and Lodge

2001).

- Lerelachement des individus dans leur nouvel environnement.
Le nombre et la localisation des introductions dans le nouvel environnement va
déterminer la distribution des populations ; aléatoire, agglomérée ou dispersée, qui a
des conséquences directes sur la diversité et la structure génétique des populations
introduites et leur capacité a s’adapter (Allendorf and Lundquist 2003, Frankham 2005,
Lockwood et al. 2005, Facon et al. 2006).

Phase 2 : Etablissement d’'une population viable

Cette seconde phase du processus invasif est I'établissement des individus dans la
nouvelle aire géographique. Elle correspond en premier au franchissement d'une
barriere écologique, car les individus nouvellement introduits doivent survivre a de
nouvelles conditions dans l’environnement d’introduction (Richardson et al. 2000).

Cependant, la survie des individus n’est pas suffisante, car pour s’établir de fagon

3Nombre d’individus relachés dans le nouvel environnement
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permanente, les reproducteurs doivent étre suffisamment nombreux pour qu’une
population viable se maintienne sur le long terme (Williamson and Fitter 1996). Ainsi,
les individus doivent également franchir une barriére reproductive permettant
I’établissement d'une population viable. Lorsque cette barriere est passée, la population

devient alors naturalisée (Annexe 1. Lexique p.241).

Phase 3 : [’accroissement démographiqgue et I’expansion spatiale

Il peut s’écouler une période plus ou moins longue, ou l'invasif est peu ou pas
détectable, entre la phase d’établissement et la phase d’expansion. Cette derniére phase
dite de «latence» du processus d’invasion est caractérisée par un accroissement
démographique mais aussi par une expansion spatiale souvent trés rapide. Cette
prolifération nécessite que les populations introduites possedent une grande capacité a
disperser et a se reproduire (Kolar and Lodge 2001). A la fin de cette phase, la

population introduite devient une population invasive au sens strict du terme.

Il est important de mentionner qu'une faible proportion des populations
introduites deviennent invasives, car il faut qu’elles aient survécu aux différentes
barriéres géographiques, écologiques et reproductives (Kolbe et al. 2004, Sakai et al.
2001). 11 existe donc un taux d’échec pour le passage de chaque étape du processus
invasif. Dans ce sens, il a été énoncé la regle des 10% « Ten’s rule » (Williamson and
Fitter 1996) qui propose grace a une approche statistique que parmi les individus
transportés, 1 individu sur 10 est introduit, puis dans les individus introduits 1 sur 10
s’établit, et pour finir 1 sur 10 devient un individu invasif. Pour simplifier il semblerait
que 1 individu sur 1000 devienne réellement invasif. Toutefois, la regle des 10 n’est pas
toujours avérée, car le succes invasif semble dépendant de I'ensemble des
caractéristiques de l'espece invasive, génétiques et biologiques, des caractéristiques du

milieu, et surtout de 'adéquation entre celles-ci (Shea and Chesson 2002).

3.2 Adéquation espéce-environnement

Dans un nouvel environnement, une espéce introduite doit faire face a de
nouvelles conditions abiotiques et biotiques auxquelles elle n’est pas forcément adaptée.

Ce n’est que lorsque les caractéristiques de I'environnement sont propices a I'espece
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invasive que celle-ci peut se développer dans I'aire d’introduction. Selon Facon et al.
(2006), trois scénarios existent pour atteindre l'adéquation entre l'espece et
I'environnement (Figure 2). Selon le premier scénario, les caractéristiques de
I'environnement et de celles de I'espéce invasive étant en adéquation, il suffit d’'une mise
en contact pour que l'invasion débute. Il s’agit souvent d’une introduction de I'espece
par 'homme, dans un environnement ou les conditions et les ressources sont
semblables a celui d’origine, leur préadaptation ou le relachement des pressions
biotiques permettent le succes invasif. Le second scénario correspond a des invasions
nécessitant antérieurement une modification de I'environnement envahi, par exemple
un changement du a 'anthropisation de I'habitat, afin qu’il devienne propice a I'espece
introduite qui deviendra invasive. Dans le troisiéeme scénario, un changement
génétique ou évolutif de I'espece invasive est nécessaire pour qu’elle puisse s’installer

définitivement dans l'environnement envahi, l'adéquation sera fonction de leur

adaptabilité*.
Scénario 1 Scénario 2 Scénario 3
A A A
. 1¢"contact
[0}
35
z J !
a
\GL) ————————— — e e e 0 s e es e s e e s e
° /
@ /
5 /
© Temps
— > — > I >
Invasion Invasion Invasion
— — Caractéristiques de 'aire envahie —— Caractéristiques de I'espece invasive

Figure 2. Les trois scenarios d’invasions biologiques selon Facon et al. 2006. Le premier contact entre

I'espéce et ’environnement est représenté par une fleche.

4 Potentiel adaptatif
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- La préadaptation et relachement des pressions biotiques (scénario 1)

La nature écologique des aires d’origine et d’introduction contribue a I'établissement ou
non de l'espece introduite. Une espece s’installera plus facilement dans un
environnement situé dans la méme région biogéographique que celle d’origine (Cassey
2003). Ainsi, si I'habitat est similaire a celui d’origine, I'établissement sera facilité par
une préadaptation des populations introduites. De méme, grace a l'absence de
compétiteurs, les populations introduites profiteront de cette niche écologique vacante
et proliféreront (Shea and Chesson 2002, Facon et al 2006). Enfin, I'absence de
prédateurs ou de parasites qui régulaient ces populations dans l'aire native peut
également entrainer la propagation dans le nouvel environnement (Keane and Crawley
2002). Un exemple intéressant ou le relachement des pressions biotiques permet la
prolifération d’'une espéce invasive est celui précédemment cité du nématode du pin
originaire d’Amérique du Nord, Bursaphelenchus xylophilus. Ce ver semble proliférer par
I'absence de mécanismes de défenses des pins dans les aires d’introduction (Xie et al.

2009).

- La modification de I'’environnement d’introduction (scénario 2)

La perturbation et la dégradation des écosystémes, souvent dues a 'homme, peuvent
faciliter I'installation des especes introduites (Lodge 1993). En effet, si 'environnement
est perturbé, les especes autochtones ne seront pas nécessairement mieux adaptées que
les especes introduites. La présence d’especes invasives perturbant I'écosysteme
d’'introduction peut également favoriser I'établissement d’autres populations invasives
(O'Dowd et al. 2003). Le changement de l’environnement par le réchauffement
climatique peut également jouer un role important en modifiant des zones qui n’étaient
pas favorables a une espece en zone propice a leur établissement (Walther et al. 2009).
C’est par exemple le cas du poisson des récifs tropicaux, Scartella cristata, qui se

retrouve depuis le 20me siecle en Méditerranée (Parmesan 2006).
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- L’adaptation rapide a I'environnement d’introduction ou I’évolution

contemporaine (scénario 3)

L’adaptation est le résultat de la sélection naturelle, et peut se rapporter a un processus
qui se déroule sur de nombreuses générations, donnant naissance a des organismes
mieux adaptés a leur environnement. Lorsque des populations sont introduites, elles
sont soumises a de fortes pressions de sélection induisant des changements évolutifs
rapides, leur permettant de s’adapter a leur nouvel environnement (Sakai et al. 2001,
Lee 2002, Sax and Brown 2000, Facon et al. 2006). Ainsi, les espéces invasives
deviennent capables de se répandre dans leur nouvel environnement. Ces dernieres
années de nombreux exemples d’évolutions contemporaines ont été suggérés, aussi bien
chez les plantes que chez les animaux (Phillips et al. 2006a, Dlugosch et Parker 20083,
Facon et al. 2008, Xu et al. 2010). Un exemple remarquable cité précédemment est celui
du lapin européen en Australie (Williamson and Fitter 1996). Chez le papillon
Hyphantria cunea, trente ans apres son introduction au Japon, son cycle de vie est passé
de 2 générations a 3 générations par an, suggérant une adaptation aux nouvelles
conditions climatiques (Gomi et al. 2007). Chez la mouche Drosophila subobscura, en 20
ans passés dans l'aire d’'introduction en Amérique du Nord, la morphologie des ailes a

progressivement été modifiée (Huey et al. 2000).

Ainsi, en dehors des préoccupations écologiques et économiques que les
invasions biologiques engendrent, elles représentent un tout autre intérét en biologie
évolutive. L’évolution est généralement présentée comme étant un processus lent, mais
les phénomenes d’'invasions offrent des opportunités d’étudier des mécanismes
d’évolution ‘en action’ et peuvent ainsi permettre de mieux comprendre les procédés
d’adaptation qui ont joué un role clef dans la répartition actuelle des especes (Reznick
and Ghalambor 2001, Stockwell et al. 2003). Cependant, ce troisieme scénario
présuppose une forte adaptabilité des populations introduites, souvent associée a une
forte diversité génétique, ce qui ne semble pas toujours caractériser les populations

introduites.
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3.3 Evolution rapide et adaptabilité des espéces introduites

Comme nous l'avons vu précédemment, le processus de l'introduction
(Phase 1 p.34) influence la composition génétique des populations dans la nouvelle aire
et ainsi le potentiel adaptatif (i.e. adaptabilité). Suite a I'événement d’introduction,
plusieurs conséquences génétiques sont connues : soit il existe des réductions marquées
de diversité génétique entre populations introduites et natives, soit aucune différence
n'est observée, ou bien, plus rarement, les populations introduites montrent une
diversité génétique plus élevée que les populations natives.
De multiples introductions de groupes d’individus originaires de plusieurs populations
sources peuvent apporter une grande diversité génétique au sein de la population
introduite (Genton et al. 2005). Une étude récente a suggéré que les phénomenes
d’'introductions multiples seraient plus fréquents que ceux d’une introduction unique
(Novak, 2007). 1l existe également des cas ou les introductions multiples ont transformé
une variation inter-populationnelle en variation intra-populationnelle, la diversité
génétique des populations introduites apparait ainsi plus importante que celle observée
dans les populations natives, comme par exemple chez le lézard Cubain, A. sagrei
introduit en Floride cité précédemment (Kolbe et al. 2004) et encore l'escargot d’eau
douce, M. tuberculata introduit en Amérique (Facon et al. 2008). Il est considéré que la

diversité génétique des populations invasives leur procure une forte adaptabilité.

Cependant, il est souvent prédit que les populations introduites possedent une baisse de
la diversité génétique suite a un effet de fondation ou a un goulot d’étranglement
dans le nouvel environnement (Annexe 1. Lexique p.241). L’échantillonnage des
individus dans l'aire native et le franchissement des barrieres géographiques et
écologiques engendrent souvent des différences marquées de composition génétique
entre populations introduites et natives. Lors de la succession des générations de la
population introduite dans la nouvelle aire, la dérive génétique (Annexe 1. Lexique
p.241) peut aussi accentuer la perte de variabilité génétique causée par l'effet de
fondation. La dérive génétique sera d’autant plus importante que l'effectif de la
population sera petit. Ainsi, une question se pose : comment une population introduite
peut s’adapter a un nouvel environnement, alors qu’a priori elle possede une faible
diversité génétique et donc un faible potentiel adaptatif (Frankham 2005) ? Plusieurs

explications ont été énoncées pour répondre a cette question.
41



Présentation Générale

- La plasticité phénotypique

La plasticité phénotypique (Annexe 1. Lexique p.241) induit des changements de
caractéristiques biologiques d'un individu au cours de son développement, en réponse a
des modifications du milieu. Il existe des cas ou les populations introduites se sont
adaptées localement grace a leur plasticité phénotypique (Mergeay et al. 2006). Les
especes dont l'aire de répartition d’origine est vaste semblent plus aptes a s’adapter du
fait de leur grande plasticité phénotypique qui leur permet de répondre a différentes
conditions environnementales au cours de leur développement (Gray 1986). Plusieurs
exemples de cette explication sont rencontrés chez les Végétaux (Meimberg et al. 2006).
Par exemple, une étude montre que le sénecon Senecio inaequidens, colonise des zones
latitudinales contrastées grace a une grande plasticité phénotypique des traits de
croissance (Parker et al. 2003). Cependant, distinguer les changements évolutifs de ceux
liés a la plasticité phénotypique semble difficile. Dans ce sens, il a été proposé par Sexton
et al. (2002) que la plasticité phénotypique favoriserait I'établissement dans le nouvel
environnement de l'espece mais que c’est la sélection de génotypes plastiques qui
permettrait I'invasion. Ainsi, il semblerait que ce soit I'action combinée de la plasticité et

de la sélection qui engendreraient I'invasion (Lande 2009).

- L’hybridation et I'introgression

Par une forte parenté avec les taxons résidents dans le nouvel environnement, les
populations introduites peuvent bénéficier d'un apport génétique des espéeces locales
(autochtone ou allochtone) par hybridation. Les hybridations entre espéces introduites
et indigénes peuvent étre a 'origine d’introgression et modifier le devenir évolutif des
especes (Mooney and Cleland 2000). En plus de 'apport de diversité génétique apporté
par 'hybridation (Annexe 1. Lexique p.241), 'introgression (Annexe 1. Lexique p.241)
peut permettre I'acquisition de caractéres adaptés a I'environnement d’introduction. Ce
phénomene d’hybridation introgressive est bien illustré chez de nombreuses plantes
(Ayres et al. 1999, Baumel et al. 2001), comme chez le sénecon Senecio vulgaris

hibernicus (Abbott et al. 2003).
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- Une évolution rapide malgré un faible potentiel adaptatif ?

De nombreuses especes invasives appauvries génétiquement et
démographiquement florissantes ne montrent aucun signe d’hybridation ou d’une forte
plasticité phénotypique (Reznick and Ghalambor 2001, Blair and Wolfe 2004, Dlugosch
and Parker 2008b). Ainsi, une question reste en suspens; si un effet de fondation est
admis, comment ces populations peuvent s’adapter sans diversité génétique ?
Récemment, des auteurs ont suggéré qu’étant donné la prévalence de populations
introduites établies avec succes ayant subi un goulot d’étranglement génétique, le
désavantage associé aux événements de fondation aurait été précédemment surestimé
(Dlugosch and Parker 2008a et 2008b). Les événements de fondations n’éliminant pas
toute la variation génétique (Nei et al. 1975), 'adaptation des populations introduites ne
semblerait pas étre si paradoxale. Un fort effet fondateur pourrait contraindre a une
réponse adaptative rapide des populations introduites (Dlugosch and Parker 2008a).
Dans ce sens, une étude a révélé que les populations invasives d’'une Poaceae, Aegilops
triuncialis L., se sont adaptées rapidement a des conditions édaphiques extrémes en

dépit d'une perte de diversité génétique suite a un goulot d’étranglement (Rice 2006).

Les mécanismes énoncés pour tenter de comprendre comment les especes
deviennent invasives difféerent selon les cas étudiés (Figure 3). Il ne semble pas exister
de schéma évolutif général aux invasions biologiques. Cependant, le succes invasif
semble essentiellement dépendant d'une adéquation favorable entre le nouvel
écosysteme et 'espece introduite (Facon et al. 2006) et des capacités d’adaptation de
I'espece introduite. Par le fait qu’elles contraignent les especes invasives comme les
natives a de nouvelles pressions de sélection (Phillips et al. 20064, Phillips and Shine
2006b), les invasions biologiques représentent des cas uniques d’études en biologie
évolutive pour comprendre le déterminisme de caracteres biologiques et les facteurs
sélectifs qui les influencent. Dans ce contexte, les insectes sociaux ont fait 'objet
d’études intéressantes. La comparaison des populations natives et des populations
introduites, a révelé des variations importantes de 'organisation sociale chez certaines
especes (Keller and Ross 1999, Tsutsui et al. 2000, Kasper et al. 2008, Fournier et al.
2009). Dans ce contexte, 'étude de ces variations permettrait de comprendre les

principes gouvernant I'évolution de 'organisation sociale chez ces insectes.
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Figure 3. Schéma général des causes et des conséquences des invasions biologiques d’apres Vellend et al. 2007.
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II. Les insectes sociaux invasifs

1. Présentation générale

Parmi I'ensemble des groupes taxonomiques, celui des insectes est le deuxieme
groupe le plus étudié dans la recherche sur les invasions biologiques durant ces
dernieres années. En Europe, le projet DAISIE a révélé que les plantes vasculaires et les
insectes représentaient les deux principaux groupes d’organismes introduit dans un
nouvel environnement (collaboration DAISIES, Kenis et al. 2007). D’apreés I'ISSG, Invasive
Species Specialist Group (IUCN) et Lowe et al. (2001), dans la liste des 100 especes
invasives les plus importantes a travers le monde, se trouve 10 espéeces d’insectes dont 7
especes d’insectes sociaux. Ces insectes sociaux comptent essentiellement 2 groupes
taxonomiques ; les Hyménoptéres et les Isoptéres. IlIs sont caractérisés par le niveau le
plus élevé de la socialité (I’eusocialité) défini par 3 caractéristiques (Michener 1969,

Wilson 1971).:

i) chevauchement des générations
ii) coopération dans le soin aux jeunes
iii)  spécialisation d’individus dans la reproduction avec apparition de castes

reproductrices et stériles (altruisme reproductif)

Parmi ces 7 espéces d’insectes sociaux invasifs 5 sont des fourmis (Tableau 1) :
-Anoplolepis gracilipes (la fourmi folle jaune)

-Linepithema humile (la fourmi d’Argentine)

-Pheidole megacephala (1a fourmi a grosse téte)

-Solenopsis invicta (la fourmi de feu)

-Wasmannia auropunctata (la petite fourmi de feu)

Les deux dernieres especes sont respectivement une espece de guépe et de termite:
-Vespula vulgaris (la guépe commune)

-Coptotermes formosanus (le termite de Formose)

5 http://www.europe-aliens.org/speciesTheWorst.do
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En plus de ces 7 especes hautement invasives, bien d’autres insectes sociaux ont été
introduits en dehors de leur zone naturelle. C’est par exemple le cas du bourdon Bombus
terrestris introduit au Japon, au Chili, en Tasmanie, en Israél et en Nouvelle Zélande
(Buttermore et al. 1997 ; Nagamitsu and Yamagishi 2009), de la guépe a papier Polistes
dominulus introduite en Amérique du Nord (Liebert et al. 2006) et de bien d’autres

especes de fourmis répandues a travers le monde.

2. Conséquences des insectes sociaux invasifs

De maniére générale, les estimations des dégats associés aux especes invasives
restent difficiles a évaluer. Les fourmis invasives sont connues pour déjouer les
tentatives de controles biologiques utilisés contre elles. Aux Etats-Unis, les dégats de S.
invicta sont estimés a 1 milliard de dollars par an, et pour le seul état du Texas, a 300
millions de dollars, en plus des problémes sanitaires qu’elle engendre. Dans les iles des
Caraibes, P. megacephala est a l'origine de la destruction de nombreuses cultures
(Hoffman and Parr 2008). Les guépes introduites ont impact négatif majeur sur
I'apiculture (Clapperton et al. 1989a). Les termites dégradent de nombreuses
constructions dans leurs aires d’introductions, comme par exemple le termite C.
formosanus qui occasionne environ 1 milliard de dollars par an de dommages dans la

région de la Nouvelle Orléans (Corn et al. 1999).

En plus des dégats économiques, une fois introduits, les insectes sociaux invasifs
menacent les communautés indigenes a travers diverses interactions énoncées dans la
premiere partie, comme la prédation, I'herbivorie, le parasitisme, la transmission de
pathogenes et les phénomeénes de compétitions (Mooney et Cleland 2000, Holway et al.
2002, Kenis et al. 2009). Leurs effets peuvent affecter le groupe des Mammiféeres, des
Oiseaux, des Poissons, des Reptiles et Amphibiens, de facon plus importante les
Invertébrés, et peuvent altérer 'entiere composition des écosystemes (Passera 1994,
Moller 1996, Holway et al. 2002)(Tableau 1). Par exemple, la fourmi de feu, S. invicta, a
décimé une partie de la faune du sud-est des Etats-Unis (Porter and Savignano 1990) et
ce méme phénomeéne est observé en Australie pour P. megacephala (Hoffman et al
1999). Les populations introduites de W. auropunctata ont un impact majeur sur
I'écosysteme en déplacant les especes natives de fourmis et en s’alimentant de

nombreux autres invertébrés (Le Breton et al. 2003). Le déclin des populations du
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lézard Phrynosoma coronatum en Californie (Suarez and Case 2002) est attribué a la
fourmi d’Argentine, en ayant déplacé les espéces de fourmis nécessaires a I'alimentation
de celui-ci. Ces quelques exemples font partie d'une longue liste définissant les fourmis
invasives comme étant écologiquement destructives (Holway et al. 2002). Ainsi, par leur
régime alimentaire omnivore, la forte pression de prédation et de compétition qu’elles
engendrent, les fourmis occasionnent des dommages importants dans leur
environnement d’introduction.

Les études recensant des réductions de densité et d’abondance des especes
indigenes concernent essentiellement les fourmis invasives. Néanmoins des effets
négatifs ont également été enregistrés chez d’autres insectes sociaux invasifs. L’abeille
Apis mellifera capensis introduite en Afrique du Sud menace les redoutables "tueuses”
africaines, Apis mellifera scutellata, en pénétrant et pondant des ceufs dans les colonies
de cette derniere qui par la suite s’effondrent (Hartel et al. 2006). Par contre en
Amérique du Sud et quelques états des Etats-Unis, c’est I'abeille Africaine (4. mellifera
scutellata), qui affaiblit les abeilles européennes également introduites (Apis mellifera
ligustica et Apis mellifera iberiensis). Cette espece menace l'intégrité génétique des
abeilles européennes par l'existence d’'un flux génétique asymétrique en faveur de
'abeille tueuse lors de leur hybridation (Schneider et al. 2004). Similairement a l'abeille
tueuse, en plus d’étre en compétition pour les sites de reproduction, les populations
introduites du bourdon B. terrestris semblent s’accoupler avec les autres especes de
bourdons présentes au Japon (Kondo et al. 2009). Méme si les ceufs engendrés
n’aboutissent pas a une descendance hybride viable, cette reproduction menace les
populations de bourdons indigénes en diminuant les rencontres entre partenaires
reproductifs. La guépe a papier, P. dominulus, introduite en Amérique du Nord a un
impact important, grace une productivité supérieure, sur I'espece native P. fuscatus
(Liebert et al. 2006). Le frelon asiatique, Vespa velutina, récemment introduit en Europe,
semble diminuer les populations d’abeilles européennes Apis mellifera en nourrissant
ses larves de leurs reines (Perrard et al. 2009). Enfin, le termite de Formose, C.
formosanus, installé essentiellement dans les zones urbaines dans son aire

d’'introduction, semble prendre la place du termite R. flavipes (Cornelius 2009 com.

pers.).
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3. Mécanismes invasifs des insectes sociaux

3.1 Caractéristiques propices aux invasions

Comme nous l'avons vu précédemment, le succes invasif est basé sur I'adéquation
entre 'espece et 'environnement. Chez les insectes sociaux, leur succes est basé sur des
caractéristiques générales aux espéces invasives, qui sont une importante capacité a se
disperser, a se reproduire, et un régime alimentaire et des habitats variés (Moller 1996).
Mais, il est également lié a un caractere que ces insectes partagent : la socialité. Dans une
colonie, les individus bénéficient de I'action positive du groupe sur leur survie, ainsi la
perte d'un individu est moins néfaste que dans le cas d’individus solitaires (Moller
1996). Cette organisation en société procure également une flexibilité au niveau de leur
mode de reproduction et de dispersion (Moller 1996, Chapman and Bourke 2001). Ainsi,
la socialité apparait étre une caractéristique profitable pour passer plus facilement les
barrieres écologique et reproductive de I'invasion cité précédemment (Figure 1 p.35).

L’organisation sociale est définie comme étant le nombre de reproducteurs et
leurs degrés d’apparentements au sein des colonies (Wilson 1971). Différentes
formes d’organisation ont été décrites comme propices au succes invasif. Les plus
connues sont la polygynie et l'unicolonialité et sont trés bien illustrées chez les

fourmis (Passera 1994, Helantera et al. 2009)

- Lapolygynie

La polygynie est définie comme étant la présence de multiples reines reproductives au
sein d’'une colonie mature, a I'inverse une colonie monogyne n’en possede qu’une seule
(Holldobler and Wilson 1990, Passera 1994). La polygynie est souvent associée a la
reproduction par bouturage ou «budding» ou un groupe d'ouvriers et de
reproducteurs se divise de la colonie mere pour s’installer un peu plus loin. Cette
dispersion « de proche en proche » peut permettre I'établissement d’'une nouvelle
colonie, lorsque celle par les ailés ne peut s’effectuer ou peut étre une dispersion
additionnelle afin de se répandre plus rapidement. La polygynie peut étre vue comme un
mécanisme favorisant la dispersion dans I'’environnement, par le fait que la présence de
plusieurs reproducteurs accélere la croissance coloniale (Vargo and Fletcher 1989) et
augmente la chance que le groupe d’individus introduits dans la nouvelle aire contienne
des femelles reproductives capables d’initier de nouvelles colonies (Hee et al. 2000).
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- L’unicolonialité
Une organisation unicoloniale est aujourd’hui observée exclusivement chez les fourmis.
Elle est définie par une absence de frontiére coloniale entre nids interconnectés qui
contiennent plusieurs reines et échangent de la nourriture, des ouvriers, et des reines
fertiles (Bourke and Francks 1995, Suarez et al. 2008, Helantera et al. 2009). A l'inverse,
une organisation multicoloniale est décrite dans les populations qui présentent une
agression intraspécifique entre colonies voisines sans aucun échange entre elles.
L’unicolonialité est un phénomeéne a I'échelle des populations, et doit présenter une
seule colonie tellement large que les interactions directes entre ouvriers provenant de
nids séparés est impossible (Suarez et al. 2008, Helantera et al 2009). Cependant, il
existe différentes utilisations de ces termes, quelques fois 'unicolonialité est utilisée a
un niveau colonial et se réfere a une population qui a la capacité de former des
supercolonies, méme si plusieurs supercolonies coexistent et qu’elles sont agressives
entre elles (Perdersen et al. 2006, Vogel et al. 2009). Dans ce manuscript, nous
considérerons l'unicolonialité comme un phénomene a I'échelle des populations. En
augmentant le nombre de reproducteurs au sein de la colonie, en diminuant le cout
associé a la territorialité intraspécifique, les populations de fourmis unicoloniales
acquierent une grande densité d’individus favorisant I'exploitation des ressources de

leur I'environnement (Holway et al. 1998, Holway and Suarez 2004).

3.2 Variations de l'organisation sociale

De nos jours, de nombreuses études se sont intéressées a comparer |'organisation
sociale entre les populations introduites et natives, et ont souvent révélé que des
variations existaient.

Chez 147 especes de fourmis, il a été observé des modifications au niveau de la forme
polygyne et monogyne des colonies. Les populations localisées en dehors de leur aire
native, présentent toutes des colonies polygynes (McGlynn 1999). Chez la fourmi S.
invicta, les colonies des populations introduites présentent un nombre important de
reines non apparentées, alors que dans les populations natives les colonies en possedent
peu et sont apparentées (Ross et al. 1996). Chez la guépe Vespula germanica, introduite
en Australie, les populations natives présentent des colonies monogynes, alors que
celles des populations introduites sont exclusivement polygynes (Donovan et al. 1992,

Kasper et al 2008). Chez la guépe a papier, P. dominulus, les populations introduites



Les Invasions Biologiques

montrent une forme extréme de polygynie comparées a celle des populations natives
(Liebert et al. 2008).

Les variations de structure sociale est tres bien illustré chez les 5 espéces de fourmis
les plus invasives ; A. gracilipes, L. humile, P. megacephala, S. invicta et W. auropunctata.
Elles montrent majoritairement une organisation sociale unicoloniale dans l'aire
d’introduction, contrairement aux populations natives qui montrent (quand elles sont
connues), en plus de 'unicolonialité, une organisation multicoloniale (Morel et al. 1990,
Le Breton et al. 2004, Drescher et al. 2007, Suarez et al. 2008, Fournier et al. 2009, Orivel
et al. 2009, Helanterd 2009, Thomas et al. 2010) (Tableau 2). L’unicolonialité peut
également étre observée dans des populations de fourmis non invasives, mais chez les
invasives ce phénomene est remarquablement et disproportionnellement commun
(Wilson 1971, Passera 1994).

Méme si la structure sociale des autres insectes sociaux invasifs est moins évoquée,
des modifications existent également. Le bourdon B. terrestris présente dans son aire
native de petites colonies avec une génération de reproduction par an. A l'inverse, dans
I'aire d’introduction, il montre de grandes colonies avec deux générations de
reproduction par an (Buttermore 1997, Nagamitsu and Yamagishi 2009). Chez I'abeille
tueuse, Apis mellifera scutellata, les colonies présentent une densité d’individus
beaucoup plus importante que celle observée dans les populations natives (Schneider et
al. 2004). Chez le termite C. formosanus, encore trop peu d’études de l'organisation
sociale des populations natives sont recensées pour pouvoir réellement la comparer
avec les population introduites. Néanmoins, dans l'aire d’introduction les populations
présentent deux types de colonies : le premier avec seulement le couple de reproducteur
fondateur et le second avec de nombreux reproducteurs (Husseneder et al. 2008, Vargo

and Husseneder 2009)(Tableau 1).

Ainsi, l'introduction des insectes sociaux dans un nouvel environnement a
souvent été associée a un changement dans le systeme de reproduction et la
structure sociale (Chapman and Bourke 2001). Cependant, 'origine exacte et les

mécanismes influencant ces modifications n’ont pas été élucidés.

o1
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3.3 Origines des variations entre populations natives et introduites et mécanismes

impliqués
Différents travaux se sont penchés sur l'origine des variations du systeme de
reproduction et de la structure sociale des especes entre l'aire native et introduite. Ces

travaux concernent majoritairement le cas des fourmis invasives.

Lorsqu’on s’intéresse a la fourmi de feu, S. invicta, il a été démontré que les
différentes formes de reproduction (polygynes et monogynes) chez cette fourmi sont
sous influence du gene Gp-9 nommé également « barbe verte/green beard » (Keller and
Ross 1999). Ces auteurs ont mis en évidence que la structure sociale est déterminée par
le gene Gp-9 qui amene les ouvrieres a accepter ou refuser d'autres reines. Dans les
colonies monogynes, la reine et les ouvrieres possédent toutes le génotype Gp-9BB,
tandis que les colonies polygynes comportent toujours des ouvrieres Gp-9BB et Gp-9Bb
et des reines hétérozygotes, Gp-9B (le génotype Gp-9bb étant létal). L'absence de reines
Gp-9BB dans les colonies polygynes est due a l'allele Gp-9b, qui pousse les ouvrieres
porteuses de cet allele a tuer toutes les reines ne le portant pas. Chez cette espeéce, il a
également été observé que les colonies polygynes étaient généralement ouvertes

donnant naissance a une organisation unicoloniale (Morel et al. 1990).

Grace a plusieurs travaux sur une des fourmis invasives les plus étudiées, la fourmi
d’Argentine, L. humile, deux grandes hypothéses ont été proposées pour expliquer les

variations de I'organisation sociale mettant en cause I'événement d’introduction.

La premieére hypotheése nommée « genetic bottleneck » suggére que l'unicolonialité
est lié a un goulot d’étranglement (Annexe 1. Lexique p.241) lors de l'introduction. Ce
goulot aurait engendré une réduction de la diversité allélique aux loci codant pour la
reconnaissance coloniale ce qui aurait induit la perte d’agression entre colonies (Tsutsui
et al. 2000) et la formation de populations unicoloniales.

La seconde hypothése nommée « genetic cleansing » prone que la perte d’agression
résulte d’'une réduction des alleles de reconnaissance suite a la sélection contre les
alleles rares apres un relachement des contraintes écologiques dans I'aire d’introduction

(Giraud et al. 2002). Cette hypothése ne remet pas en cause la présence d'un goulot
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d’étranglement, mais celui n’interviendrait pas dans le changement de la structure

sociale.

Néanmoins, aujourd’hui, la premiére hypothese est tres controversée, depuis que
des populations présentant une organisation unicoloniale ont été décrites dans l'aire
native chez la fourmi d’Argentine (Pedersen 2006, Vogel et al. 2009). Pedersen et al.
(2006) trouvant des populations unicoloniales au sein des populations natives de la
fourmi d’Argentine s’unissent a la deuxiéme hypothese en suggérant que I'unicolonialité
n‘est pas une forme dérivée d’organisation sociale qui a évolué suite a un goulot
d’étranglement mais plutot une forme associée a des relachements de pressions
biotiques ou a une préadaptation a des habitats perturbés (Vogel et al. 2009 et
2010). Cependant, il est important de mentionner que les auteurs qui sont en désaccord
avec I'hypothése du « genetic bottleneck », ne semblent pas utiliser la méme définition de
I'unicolonialité ce qui entraine différentes interprétations. Pedersen et al. (2006)
consideére l'unicolonialité a 1’échelle coloniale tandis que les scientifiques de 1'équipe
Suarez et Tsutsui (Suarez et al. 2008) l'utilise a I"échelle de la population. Ainsi, une
population caractérisée comme unicoloniale dans les populations natives pour I'’équipe
Keller, Pedersen, Vogel et Giraud, ne I'’est pas pour I'’équipe de Tsutsui et Suarez. La
définition d’'une population comme unicoloniale n’étant uniforme, distinguer si cette
forme sociale est associée a un évenement d’introduction apparait encore difficile

aujourd’hui.

L’affrontement de ces deux grandes écoles sur l'origine de I'organisation sociale
unicoloniale chez la fourmi d’Argentine a suscité l'intérét des scientifiques étudiant les
insectes sociaux invasifs, et particulierement les fourmis. Chez la fourmi a grosse téte, P.
megacephala, et la fourmi folle jaune, A. gracilipes, seules des populations invasives
unicoloniales ont été définies dans I'aire d'introduction (Drescher et al. 2007, Fournier
et al. 2009, Thomas et al. 2010). Cependant aucune hypothese sur l'origine de la forme
unicoloniale n’a été privilégiée plus qu'une autre.

Chez la petite fourmi de feu, W. auropunctata, des populations unicoloniales sont
observées aussi bien dans I'aire d’introduction que I'aire native (Orivel et al. 2009). Les
auteurs de cette étude ont mis en évidence que I'émergence de la forme unicoloniale

était étroitement corrélée a la présence des activités humaines, en trouvant des
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populations unicoloniales seulement dans des habitats anthropisés (Foucaud et al. 2009,
Orivel et al. 2009). Ces auteurs ont également montré une association entre le mode de
reproduction et le statut invasif; les populations des foréts se reproduisant en grande
partie par la reproduction sexuée et les populations des milieux anthropisés par une
reproduction clonale ou seules les ouvriéeres sont issues de la reproduction sexuée
(Fournier et al. 2005, Foucaud et al. 2006, Foucaud et al. 2009). Ces résultats ont amener
les auteurs a émettre I'’hypothese que l'unicolonialité et la reproduction clonale
auraient évolué suite a des changements de pressions de sélection exercée par la
présence des activités humaines.

Encore beaucoup d’interrogations subsistent sur I'existence des modifications de
I'organisation sociale dans les populations introduites des fourmis invasives et leurs
possibles origines. Les invasions biologiques représente un cadre approprié pour
comprendre 'apparition de la forme unicoloniale chez des especes phylogénétiquement

éloignées (Helantera et al. 2009).
L’ensemble de ces travaux montre que des variations de 'organisation sociale

semblent étre responsables du succes invasif chez les fourmis invasives comme chez le

bourdon, B. terrestris, la guépe, V. germanica, et I'abeille tueuse, A. mellifera scutellata.

3.4 Laplace des Isopteres

Parmi les especes d'insectes sociaux invasives, les Hyménopteres et
particulierement les fourmis sont les mieux documentées avec un nombre tres
important d’articles concernant leurs histoires, leurs caracteres invasifs et leurs effets
dans les écosystémes envahis. Seulement, aujourd’hui, chez les Isopteéres trés peu de
choses sont connues a ce sujet. C’est notamment le cas pour le termite de Formose, C.
formosanus, qui fait pourtant parti des 100 especes les « plus » invasives. Le groupe des
[soptéres représente cependant un bon modele comparatif sur plusieurs critéres. De
nombreux termites ont été introduits en dehors de leur répartition naturelle (Gay 1966),
mais peu d’études y ont été consacrées. Chez les Isopteres, I'’eusocialité est apparue une
seule fois et indépendamment de celle des Hyménopteres (Crozier and Pamilo 1996,

Thorne 1997).
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De plus, les termites constituent un groupe social bien distinct sur la base de
plusieurs caracteres :
i) leur systeme diploide (et non pas haplo-diploide)
ii) leurs ouvriers sont a la fois des males et des femelles
iii)  les males reproducteurs restent aupres des femelles
iv)  Leur développement hémimétabole (A pars les reproducteurs primaires, toutes
les autres castes sont des immatures mobiles gardant la possibilité a se
différencier en reproducteurs)
Par I'ensemble des ces propriétés, les termites apparaissent étre un modele
adéquat pour améliorer notre compréhension des mécanismes écologiques et évolutifs

des invasions biologiques chez les insectes sociaux.
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Reticulitermes flavipes/ santonensis
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. Caractéristiques générales des termites de la famille des Rhinotermitidae

L’ordre des Isoptéres comptent 7 familles parmi lesquelles se différencient les
termites dit basaux ou «inférieurs» (ce taxon a pour caractere la présence
d’endosymbiontes protozoaires pour digérer la cellulose) des termites dit dérivés ou
« supérieurs » (ce groupe a pour caractere l'absence de flagellés protozoaires
symbiotiques dans les intestins et est représenté seulement par la famille des
Termitidae) (Figure 4). La famille des Rhinotermitidae regroupe 15 genres de termites
dits souterrains par le fait qu’ils construisent des nids sous forme de réseaux dans le sol.
Lors de leur prospection a la recherche d’'une source de nourriture, le bois mort, ils
mettent en place un véritable réseau de galeries et de chambres dans le sol et a I'air libre
par la construction de cordonnets. En recyclant le bois mort dont ils s’alimentent, ils
participent a I'aération des sols et jouent un réle fondamental dans I'équilibre des
écosystemes forestiers. Néanmoins ils deviennent un réel fléau lorsqu’ils s’attaquent aux
constructions et habitations humaines. Les termites du genre Reticulitermes et
Coptotermes, largement répandus a travers le monde occupant les régions subtropicales
et tempérées (Kambhampati and Eggleton 2000), sont connus pour étre les plus
destructifs et nuisibles. Par exemple, les dégats engendrés par an pour ces 2 genres aux
Etats-Unis uniquement sont estimés a 11 milliards de dollars (Su 2002). En France,
I'impact économique des especes du genre Reticulitermes est en constante augmentation
avec plus de 50 millions d’euros par an dépensés pour lutter contre ces insectes sans

tenir compte des dégats occasionnées (CTBA, 2002).

Cryptocercus

Mastotermitidae™]

Termopsidae

Hodotermitidae
Kalotermitidae $ Termites basaux

Serritermitidae

Rhinotermitidae _|
Termitidae _J— Termites dérivés

Figure 4. Arbre phylogénétique représentant les différentes familles rencontrées chez les Isoptéres (en bleu)
(d’apres Inward et al. 2007).
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II. Biologie des Reticulitermes

1. Systéme de castes et cycle de développement

Les termites, comme les autres insectes sociaux, ont développé un systéeme de

castes ou l'efficacité de la colonie est basée sur la division du travail. Cela se manifeste

par une distribution des tiches (nommé polyéthisme) et par des spécialisations

morphologiques et physiologiques au sein de la colonie (nommé polyphénisme). Les

termites ont un développement hémimétabole se définissant par une succession de

mues larvaires, ainsi tous les individus présents dans la

colonie, mise a part les

reproducteurs primaires (ailés) et les soldats, sont des

développement contraste avec celui des Hyménopteres,

immatures. Ce type de

étant holométabole, les

différentes castes apparaissent apres la métamorphose et sont fixes.

Dispersion par essaimage

Dispersion par bouturage
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Figure 5. Cycle de développement et moyen de dispersion des termites du genre Reticulitermes (D’aprés

Buchli 1958 et Leniaud 2008).

NLFA : nymphes a longs fourreaux alaires ; NCFA : nymphes a courts fourreaux alaires.
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w| Lors des deux premiers stades larvaires, les larves ne sont différenciées

que du point de vue du sexe et peuvent se diriger au troisiéme stade soit
vers la lignée nymphale (N3), identifiée par la présence de fourreaux
alaires, ou soit vers la lignée aptere(03) conduisant généralement a des

individus remplissant la fonction de soldats ou d’ouvriers (Figure 5).

La lignée nymphale :

Les nymphes comprennent 6 stades successifs a partir du stade N3. A
I'avant dernier stade (N7) la nymphe peut devenir soit une nymphe a

courts fourreaux alaires (NCFA), soit une nymphe a longs fourreaux

alaires (NLFA) aux organes génitaux plus volumineux (Figure 5). Ces

Les reproducteurs primaires apparaissent a partir des nymphes a
long fourreaux alaires. Ils présentent un corps mélanisé, une téte

sclérifiée, des organes sexuels bien développés, des yeux fonctionnels

et une glande frontale dont la fonction n’est pas réellement connue
(Clément and Bagneres 1998). Ces individus nommés imagos ou ailés sont les seuls a
pouvoir voler et assurent la reproduction par essaimage qui a lieu une fois par an. Les
imagos protégés par les soldats s’élancent vers la lumiére des que le soleil
atteint leur galerie d’envol. Aprés rencontre entre ailés, les imagos coupent
leurs ailes et deviennent le couple de reproducteur primaire (roi et reine) de

nouvelles colonies (Thorne 1996) (Figure 5).

Lignée aptere :
Les ouvriers peuvent étre des deux sexes (comme toutes les autres
castes) et possedent différents stades successifs a partir du stade 03

(Buchli 1958). Ils ne possedent ni d’ailes ni d'yeux et ne sont pas

pigmentés (Noirot 1982). Le contenu intestinal des ouvriers est souvent
visible par transparence, et leur corps fonce légerement au cours des mues. Ils
constituent la caste la plus importante, en nombre d’individus, au sein de la colonie,
assurant le soin au couvain, la défense de la colonie, la recherche de nourriture puis sa

digestion et sa transmission aux autres castes par trophallaxie (Noirot 1982).
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Les soldats se différencient a partir des ouvriers de stade 04 via un
stade intermédiaire appelé présoldat ou soldat blanc (Figure 5). Ils

posseédent une capsule céphalique bien développée et entierement

7 sclérifiée, de puissantes mandibules et une glande frontale
produisant des substances défensives de nature terpénique (poison de contact ou
répulsif). Leur fonction au sein de la colonie est floue ; certains auteurs leur attribuent
un role essentiel pour la défense de la colonie, en particulier vis-a-vis des prédateurs
extérieurs tels que les fourmis (Kaib et al. 2002). D’autres auteurs, observant une
protection inexistante, attribuent au soldat une fonction d’accompagnateurs lors de la
recherche de nourriture (Thorne 1998). Plus récemment, il leur a été alloué un réle dans
la régulation de la différenciation des ouvriers en soldats via leur composé défensifs

(Tarver et al. 2009).

Les reproducteurs secondaires ou néoténiques peuvent provenir
soit de la lignée nymphale a partir des nymphes a court fourreaux
alaires (néoténiques brachypteres) ou soit de la lignée aptere a

partir d’ouvriers (néoténiques apteres)(Buchli 1958) (Figure 5). Ces

individus gardent leurs caractéristiques juvéniles mais leurs organes reproducteurs sont
fonctionnels leur permettant de s’accoupler. Ils se différencient des autres individus
immatures par leur abdomen long, une légere pigmentation, et par la présence d’yeux et
d’ocelles (Plateaux and Clément 1984). Ils sont également nommés reproducteurs de
remplacement car ils peuvent remplacer un des reproducteurs primaires apres leur
mort assurant la pérennité de la colonie. Dans certaines conditions, ils peuvent se
différencier alors que le couple de reproducteurs primaires est toujours en vie, ils

deviennent alors des reproducteurs supplémentaires (Thorne 1996).

Les termites se développant par des mues larvaires successives entraine que la majorité
des individus au sein de la société sont des immatures (les ouvriers, les soldats et les

nymphes) et gardent de fortes potentialités ontogéniques.

2. Détermination et différenciation des castes

Les facteurs contrdlant la différenciation des castes sont encore discutés chez

I'ensemble des insectes sociaux (Schwander et al. 2010). Tandis que certaines études
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suggerent une détermination environnementale des castes, une accumulation
d’exemples mettent en évidence les effets de facteurs génétiques chez divers taxa
(Schwander et al. 2010). Comme chez les autres insectes sociaux, le systeme de
détermination des castes chez les termites est peu connu, et particulierement la
différenciation en reproducteurs. Chez les Reticulitermes, quelques études ont
néanmoins suggéré que l'’hormone juvénile jouait un roéle important dans la
différenciation des ouvriers en soldats (Miura 2001, Scharf et al. 2003, Park and Raina
2004) et en néoténiques (Elliot and Stay 2007, 2008); une haute concentration en
hormone juvénile donnant des néoténiques et une concentration encore plus élevée
induirait des soldats. Récemment, les possibles génes impliqués dans le différenciation
des castes reproductives ont été étudiés. Scharf et al. (2005) a identifié le gene codant
pour I'hexamerine en montrant une expression de cette protéine plus importante chez
les nymphes et les reproducteurs. Ainsi, 'hexamerine est assumé étre un facteur jouant
un roéle dans la différenciation des reproducteurs, probablement en modulant la
disponibilité d’hormone juvénile dans I'hémolymphe. Une autre étude apporte des
informations sur la détermination des reproducteurs secondaires chez le termite
asiatique R. speratus. Il a récemment été démontré que les néoténiques femelles étaient
issue de parthénogénese, mettant ainsi en avant une détermination génétique a la
différenciation en reproducteurs secondaires (Matsuura et al. 2004, Hayashi et al. 2007,

Matsuura et al. 2009).

3  Structure coloniale et méthode de dispersion

3.1 Définition de la colonie

Une colonie est définie comme un groupe d’individus coopérant ensemble au sein
d’'une structure spatialement délimitée, organisée et hiérarchisée. Une colonie de
Reticulitermes peut comporter un nombre variable de nids interconnectés définis
comme des sites composés de reproducteurs et de couvain (Thorne et al. 1999). Les
individus au sein d'une colonie sont, dans la majeure partie des cas, apparentés mais il
arrive parfois que des individus non apparentés coexistent (cf paragraphe 3.2). Les
colonies se trouvent dans le sol et remontent a la surface pour se nourrir de bois mort.
Apres l'installation du couple primaire, la colonie croit lentement avec environ une

cinquantaine d’individu au bout d’'un an chez les espéces de Reticulitermes (Thorne
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1998). A partir de ce nid initial, les ouvriers creusent des réseaux de galeries, des
cavités, et construisent des cordonnets afin de trouver de la nourriture. Les colonies
peuvent ainsi s’étendre sur une grande surface mais par leur mode de vie cryptique cela
est parfois difficile a évaluer. Dans la nature, la longévité d’'une colonie n’est pas connue,
mais il a été observé qu’en laboratoire, le couple fondateur de colonies de R. flavipes
pouvait durer 6 a 11 ans (Long et al. 2006). Une fois la mort d'un des fondateurs de la
colonie, la durée de vie d’une colonie peut étre rallongée par la différenciation de
reproducteurs secondaires. Ainsi, une colonie de termites peut en théorie vivre
plusieurs dizaines d’années. Aprés ces généralités sur les colonies de Reticulitermes, il
est également important de mentionner que ce soit entre, ou au sein des espéces, les
colonies peuvent varier sur de nombreux points : leur age, leur étendue spatiale, leur
nombre d’individus total, le nombre d’individus de différentes castes et notamment le

nombre de reproducteurs et leur apparenté génétique (Vargo and Husseneder 2009).

(E. Perdereau).

3.2 Les différentes structures familiales au sein des colonies

Le systeme de reproduction chez les Reticulitermes est complexe. En fonction du
nombre de reproducteurs présents au sein de la colonie et de leur lien d’apparenté
plusieurs structures familiales sont définies (Thorne et al. 1999, Bulmer et al. 2001,
Vargo 2003a).

Les familles simples: Une colonie est dite de type famille simple lorsqu’elle
présente un couple de reproducteurs et leur descendance. Cette structure *;
IR

familiale, la plus simple, est celle qui est observée lors de l'initiation d’une i i

nouvelle colonie par les reproducteurs primaires, dénommés le roi et la reine %
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(généralement non apparentés), apres l'essaimage. Cependant, on ne peut pas exclure
qu'un couple de reproducteurs secondaires soit a l'origine de cette famille, par une
différenciation d’ouvriers en néoténiques aprés un bouturage (cf paragraphe 3.4
Méthodes de dispersion) de quelques individus. La famille simple, par les reproducteurs
primaires, est de loin la structure la plus commune dans les colonies du genre

Reticulitermes (Vargo and Husseneder 2009).

Les familles étendues: Une colonie est dite de type famille étendue lorsqu’il y a, en

plus du couple fondateur, plusieurs reproducteurs apparentés qui se |, 4§ . .
1 ‘7’
reproduisent. La présence de reproducteurs apparentés est due a la i! -9
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reproducteurs primaires de la colonie, en reproducteurs secondaires
(néoténiques). Par le fait que ces néoténiques sont les filles ou fils des reproducteurs
primaires, leur reproduction entraine une augmentation du coefficient d’apparentement
« relatedness » au sein de la colonie ainsi qu'une élévation de la consanguinité, qui
augmentera avec le nombre de reproducteurs secondaires. Ce nombre est variable, mais
il est possible de distinguer des colonies avec peu de néoténiques de celles en
comportant des dizaines grace aux F-statistiques hiérarchiques (Wright 1965, Thorne et

al. 1999).
Les familles complexes: Une colonie est complexe lorsqu'elle | w; # ;

présente plus de deux reproducteurs non apparentés et leur °-7. i
2

s sen . : ]
descendance. Il n’a été montré que deux modes de formation de ces ;
4

familles mixtes chez les Isopteres :

- Lapléométrose:

Ce cas est observé quand plus de deux futurs rois et reines s’associent pour fonder une
nouvelle colonie. Cependant ce systeme de fondation coloniale a uniquement été
observé chez des especes appartenant a la famille des Termitidae, comme chez les
termites Nasutitermes corniger et Macrotermes michaelseni (Atkinson and Adams 1997,

Hacker et al. 2005).
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- Lafusion coloniale :

Ce cas est observé quand au moins deux colonies non apparentées fusionnent pour
devenir une colonie unique. Il y a alors présence, au sein de l'unité fusionnée, du couple
de reproducteurs primaires fondateur de chaque colonie, de leurs descendances, et de
possibles reproducteurs secondaires de chacune. Les colonies fusionnées peuvent, ou
non, se reproduire entre elles (DeHeer and Vargo 2004, 2008). Ce type de structure
familiale a été longtemps suspecté chez les Reticulitermes (Clément 1986, Matssurra
Nishida 2001) et a été récemment démontré chez Reticulitermes flavipes (DeHeer and

Vargo 2004).

3.3 Reproduction sexuée et asexuée

Il est admis que les termites du genre Reticulitermes se reproduisent par
reproduction sexuée entre la reine et le roi de la colonie ou encore par les néoténiques.
Cependant, la reproduction par parthénogénese thélytoque (reproduction a partir d’'une
gamete femelle non fécondée aboutissant uniquement a des individus femelles) a été
mise en évidence en laboratoire chez un termite asiatique Reticulitermes speratus
(Matsuura et al. 2004). Une deuxieme étude sur des colonies prélevées en milieu naturel
a ensuite montré que la reproduction asexuée donnait uniquement des néoténiques
femelles, les autres castes de la société étant issues de la reproduction sexuée (Matsuura
et al. 2009). Ce mélange de reproductions permet a la reine de transmettre la totalité de
son génome, méme apres son remplacement, tout en gardant un certain degré de

diversité génétique chez les ouvriers et les nymphes (Matsuura et al. 2009).

3.4 Méthode de dispersion

- Dispersion par essaimage :
Apres l'essaimage des colonies d’'une population de maniére synchronisée, I'envol des
ailés (seuls adultes de la colonie) et I'’émission d'une phéromone sexuelle par les
femelles permet la rencontre entre reproducteurs (Grassé 1982). Ce mode de
reproduction permet une dispersion a longue distance (distance maximale observée est
de 458 metres pour R. flavipes (Shelton et al. 2006)) et favorise le brassage génétique en
réduisant la probabilité de s’accoupler avec des nids apparentés (Shellman-Reeve 1997).
Chez les termites du genre Coptotermes et Reticulitermes, la formation des tandems de

reproducteurs ailés apparait se faire, au niveau de leur relation de parenté,
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aléatoirement (DeHeer and Vargo 2006, Husseneder and Simms 2008). Néanmoins, il a
été montré, chez R. flavipes, que peu de tandems issus de couples de fondateurs
apparentés, établissaient avec succes de nouvelles colonies, mettant en cause I'action de
la dépression de consanguinité (DeHeer and Vargo 2006). Lorsque les conditions
environnementales ne sont pas favorables, une faible disponibilité des ressources par
exemple, la dispersion des sexués ailés permet de fonder une nouvelle colonie dans un

environnement plus propice.

- Dispersion par bouturage :
La reproduction par les reproducteurs secondaires (non ailés) se fait au sein de la
colonie, soit avec un reproducteur primaire ou entre eux. La présence au sein de la
colonie des reproducteurs secondaires a ainsi pour premier avantage de maintenir la
colonie apres la mort d'un reproducteur primaire. Pour les colonies proches de
ressources de nourriture abondantes, la reproduction par néoténie apparait étre un
moyen rapide de se développer et de se répandre (Myles 1999). De plus, les colonies
peuvent étre tres étendues, des regroupements entre individus et néoténiques peut se
faire donnant ainsi naissance a des nids « satellites ». Il peut également arriver que ces
nids se séparent de la colonie mere conduisant a des colonies indépendantes
spatialement (Howard and Haverty 1980, Thorne et al 1999). Cette méthode de
reproduction alternative, mais pas obligatoire, également appelé bouturage ou
« budding », permet une dispersion de proche en proche des colonies. Il est important de
noter que ce mode de reproduction, comme la présence de reproducteurs secondaires,
n’est pas observé dans toutes les colonies et constituent ainsi un important caractére de
variation intercoloniale. Néanmoins, ce mode de reproduction présente un sérieux
désavantage, qui est celui d’accroitre le niveau de consanguinité au sein de la colonie
connu pour avoir des effets déléteres (DeHeer et Vargo 2006, Husseneder et al. 2008).
En effet, a 1a différence de I'essaimage, la dispersion par bouturage limite les échanges

génétiques entre colonies.

- Dispersion par ’'homme :
Un autre mode de dispersion a prendre en compte est la dissémination par '’homme. Les
termites, étant a l'intérieur du bois ou du sol, et passant inapergus, sont facilement

transportables (Moller 1996). Méme si seulement quelques dizaine d’individus sont
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prélevés, une nouvelle colonie pourra s’initier par le fait qu’a partir d’'immatures
(ouvriers, larves ou nymphes) des reproducteurs secondaires peuvent se différencier et
assurer la pérennité de la colonie (Kutnik 2004, Pichon et al. 2007). Ce mode de
dispersion semble jouer un rdle important dans la répartition des populations des
milieux anthropisés (Vieau 1993, 2001, Kutnik 2004, Dronnet 2004) et est bien sir la
cause des introductions dans un nouveau territoire, pays ou continent. Le role de la
dispersion par 'homme a été récemment bien illustré avec '’exemple de I'introduction
du termite Reticulitermes urbis en France prés de Grenoble. Sur la base d’analyses
génétiques et comportementales, Leniaud et al. (2009) ont trouvé qu’'une seule entité
génétique existait sur une surface de 7 hectares sur la ville de Domene (38). Les nids au
sein de cette énorme colonie ne sont pas interconnectés, ce qui implique que
I'intervention de 'homme a joué un role majeur dans la dispersion de ce termite sur la
zone étudiée. La carte de la répartition des especes de Reticulitermes au sein des villes
francaises illustre parfaitement le roéle majeur des activités humaines dans la dispersion

des populations (Figure 10 p.75).

3.5 Intégrité coloniale et hydrocarbures

La sélection de parenteéle (Encart 2 p.70) prédit que les individus doivent se
reconnaitre pour préserver un comportement coopératif (Wilson and Holldobler 2005).
Les individus sont ainsi capables de distinguer des individus membres de la colonie des
non-membres. Chez les insectes sociaux, il est accepté que ce systéme de reconnaissance
du nid est sous influence d'une signature chimique cuticulaire, composé en grande
majorité de composants lipidiques, les hydrocarbures (Encart 3 p.71) (Hoélldobler and
Wilson 1990, Howard 1993, Clément and Bagneres 1998, Vander Meer and Morel 1998).
Selon le modele « Gestalt » (Crozier and Dix 1979), il existe une signature ou odeur
coloniale qui est un mélange de toutes les odeurs individuelles transférées entre
individus par trophallaxie (échange alimentaire) ou toilettage. Cette signature coloniale
est dynamique et peut évoluer en fonction de la saison et de la composition coloniale
(Blomquist and Bagnéres 2010). Ces signaux chimiques varient avec les conditions
environnementales tout en étant basés génétiquement (Carlin and Hoélldobler 1986,
Dronnet et al. 2006, Brandt et al. 2009). En comparant leur signature chimique, les
membres d’une colonie sont capables de distinguer les individus provenant de la méme

colonie de ceux provenant d'une colonie voisine, grace a des variations quantitatives, et
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des individus de la méme ou d'une autre espece, grace a des variations qualitatives
(Howard et al. 1982, Bagneres et al. 1991, Bagneres and Wicker-Thomas 2010). Ces
différences de signature chimique sont généralement suivies d’'un comportement
agressif (King 1973, Howard et al. 1982) afin de garder l'intégrité de la colonie.
Cependant, certaines colonies de Reticulitermes qualifiées d’« ouvertes » (a I'inverse de
« fermée ») tolérent la présence d’'individus étrangers homospécifiques par l'absence
d’agression (Clément et al. 1986). Cette différence d’ouverture coloniale semble étre
sous influence de la saison, des castes présentes, et varie entre et au sein des especes

(Clément 1986, Clément et al. 1988).
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Encart 2. La théorie de la sélection de parentéle

L'altruisme reproductif (vue dans l'introduction p.18) est la base des sociétés d’insectes (Wilson, 1971). En
renongant a leur propre reproduction pour favoriser celle d’autres membres de la société, les individus
altruistes ont été percus au sein des sociétés d’insectes comme un paradoxe a la théorie de |’évolution
(Darwin 1859). Selon la théorie darwinienne, la sélection naturelle favorise les individus qui possedent le
meilleur succés reproductif, nommé également valeur sélective ou fitness. Pour expliquer I'évolution et le
maintien de l'altruisme reproductif, le biologiste D. W. Hamilton en 1964 a développé la théorie de la
sélection de parentele. Cette théorie reconnue par les sociobiologistes stipule que des individus peuvent
transmettre des copies de leur propres genes, non seulement en se reproduisant eux-mémes, mais également
en favorisant la reproduction d’individus apparentés. Ainsi, la présence d’un acte altruiste est fonction du
degré d’apparentement entre individus (de la proportion de génes qu’ils ont en commun) mais également du
bénéfice percu par I'individu receveur et le co(it engendré par I'auteur de I'acte altruiste.

La formulation mathématique de cette théorie est donnée par la « régle d’"Hamilton » :
B =0

r est le coefficient d’apparentement ou relatedness

B est le bénéfice du comportement altruiste

C est le co(t du comportement altruiste

Le comportement altruiste est ainsi favorisé quand le coefficient d’apparentement par le bénéfice est
supérieure au co(t induit.

Ainsi, il apparait nécessaire que les membres d’un groupe social doivent étre capables de reconnaitre les
individus apparentés des non apparentés pour pouvoir favoriser le comportement altruiste.

Chez les insectes sociaux, généralement, les sociétés sont fermées induisant que les individus qui coopérent
sont proches génétiquement. Toutefois, il existe des cas, comme lorsqu’une reine s’accouple avec plusieurs
males, quand plusieurs reines et rois cohabitent au sein d’'un méme nid, ou encore lorsque plusieurs colonies
échangent des individus, ou le coefficient d’apparentement diminue. Si le bénéfice de tels phénomenes est
suffisamment important, la sélection de parentéle peut néanmoins opérer. Ainsi, le degré de parenté ne doit
pas étre particulierement élevé pour que la sélection de parentéle puisse opérer, il suffit qu’il soit plus grand

de zéro.
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Encart 3. Les Hydrocarbures Cuticulaires

Médiateur chimique : Un hydrocarbure est défini comme un composé organique contenant exclusivement des
atomes de carbone (C) et d’hydrogene (H). lls peuvent se présenter sous forme linéaire, cyclique ou ramifiée, et
porter plusieurs insaturations (alcénes) ou non (alcanes). Les hydrocarbures cuticulaires, toujours a longues
chafnes (20 a 40 carbones) contenant des groupes méthylés (CHs) en quantité significative, sont caractéristiques
des insectes sociaux (Nelson 1993) mais également d’insectes solitaires comme les Diptéres et certains
Coléopteres (Blomquist and Bagneéres 2010).

Fonctions : Chez les insectes, ces composants lipidiques se trouvent sur la couche superficielle de la cuticule,
d’ol leur nom d’hydrocarbures cuticulaires (HCs). lls jouent un réle important dans la protection contre la
dessiccation, la lutte contre les toxines et micro-organismes mais également dans la communication chimique
tant au niveau interspécifique qu’intraspécifique en particulier chez les insectes sociaux. D’un seul toucher
d’antenne, les individus appartenant a une méme espéce, une méme colonie, ou une méme caste se
reconnaissent grace a la présence des HCs en composition ou quantité variables (Bagnéres et al. 1998, Clément
and Bagneéres 1998)

Biosynthése : Les HCs sont synthétisés par des voies enzymatiques complexes localisées dans les oenocytes
situés sous I'épiderme (Nelson and Blomquist 1995). lls sont ensuite diffusés a travers I’hémolymphe vers la

couche superficielle de la cuticule par les lipoprotéines (Fan et al. 2004).

Les composés défensifs des soldats

Composition : Chez les familles de termites Rhinotermitidae, Serritermitidae et certains Termitidae, les soldats
possédent sur l‘avant de leur téte une glande frontale dite glande défensive (Grassé 1982). Cette glande
contient des composés émis par un pore frontal nommé fontanelle ou une capsule.

Fonctions : Ces substances ont un réle dans la défense de la colonie par la toxicité des composés émis (poison
de contact ou répulsif de distance). Cependant de nombreux auteurs assignent a ces sécrétions un réle de
primer phéromone, inhibant le développement d’autres soldats dans la société (Lefeuvre et Bordereau 1984,
Roisin et al. 1990, Scharf et al. 2003, Tarver et al. 2009)

Biosynthése : La synthése des substances de la glande céphalique chez les soldats est a notre connaissance
inconnue, comme les précurseurs de ces composés.

Analyses de ces composés

L’analyse de ces composés chimiques se fait par chromatographie en phase gazeuse qui permet de les séparer
et de les détecter. Cette méthode est souvent couplée a la spectrométrie de masse qui permet de les identifier.
- La nature des composés défensifs des soldats et des HCs semblent étre spécifiques d’une espéce donnée
(Quintana et al. 2002). Ainsi, ils ont longtemps été utilisés en chemotaxonomie pour étudier de nombreux

genres de termites (Bagneres et al. 1988, Haverty et al. 1996, Nelson et al. 2001, Clément et al. 2001).
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[11. Les especes de Reticulitermes en Europe

On trouve en Europe, 6 especes et 2 sous espeéces de Reticulitermesdont la
répartition en milieu « naturel » (en dehors des infestations en ville) s’étend a I'ouest, du
sud de '’embouchure de la Loire a la péninsule ibérique, et du coté est, du pourtour

méditerranéen jusqu’aux Balkans (Figure 7):

- Rgrassei (Clément).

- R banyulensis (Clément).

- R balkanensis (Clément).

- R lucifugus lucifugus (Rossi) et ses 2 sous especes R. lucifugus corsicus (Clément)
et R. lucifugus subsp. nov.(Luchetti et al. 2004).

- R urbis (Bagneres et al. 2003).

- R flavipes/santonensis (Kollar/Feytaud).

Reticulitermes grassei
Reticulitermes banyulensis

Reticulitermes urbis

BRECENCEN

Figure 7. Répartition géographique « en milieu naturel » (en dehors des infestations en ville) des termites du
genre Reticulitermes en Europe.

De L. Leniaud, d’aprées Clément et al. 2001, Luchetti et al. 2004.
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De nos jours, deux espéeces en Europe sont considérées comme introduites car elles
se situent en dehors de leur aire de répartition naturelle a partir des années 1500
(dernieres années de I'Holocéne). Le premier est le termite R. urbis qui est présent
naturellement en Grece jusqu'en Croatie et a été introduit récemment dans quelques
villes du sud-est de la France et du nord de I'Italie (Uva 2002, Uva et al. 2004, Leniaud et
al. 2009, 2010). Le second est le termite américain Reticulitermes flavipes (Kollar 1837)
connu sous le nom de R. santonensis en France (Feytaud 1924). Ce termite aurait été

introduit en Europe il y a deux a trois cent ans et a été recensé par le projet DAISIES®.

[V. Le termite R. flavipes/santonensis

1. Répartition géographique

Le termite Nord américain R. flavipes (Kollar) est présent dans I'Est des Etats-
Unis et plus précisément du Sud de la Floride au Nord de !'Ontario au Canada en
s’étendant au-dela du fleuve du Mississipi (Figure 8). Cette espéce de termite est
considérée comme une espéce originaire du Sud des Etats-Unis. Cependant, elle a été
introduite dans d’autres états; au Bahamas et en Californie (Su et al. 2006), mais
également dans beaucoup d’autres pays; au Chili (Ripa and Castro 2000), en Uruguay
(Su et al. 2006), au Canada (Grace et al. 1989), en Allemagne (Weidner 1937, Harris
1962), en France (Feytaud 1924, 1959) et en Autriche, ou il a été décrit pour la premiere
fois (Kollar 1837, Hagen 1858) (Figures 9). Cette premiere description de l'espece R.
flavipes en Autriche (Kollar, 1837) est un cas rare, car peu d’espéces ont été décrites
pour la premiere fois en dehors de leur aire de répartition (Kenis et al. 2007). Ce termite
semble étre celui qui cause le plus de dégats parmi ceux du genre Reticulitermes, en
engendrant des millions de dommages de maniere directe et indirecte (traitements) par
an aux Etat Unis (Su and Scheffrahn 2000) et en Europe (UNEP7 2002, CTBA8 2002).

Aucune autre espéece de termite, répartie dans autant de pays n’est connue a ce jour.

6 http://www.europe-aliens.org/speciesFactsheet.do?speciesld=50670
7 United Nations Environment Program : www.unep.org

8 Centre Technique du Bois et de ' Ameublement
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Figure 8. Carte représentant la répartition du termite R. flavipes aux USA. National Termite Survey
(http://www.termitesurvey.com).
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Figure 9. Carte de la répartition du termite R. flavipes dans le monde.
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Figure 10. Carte indiquant la présence des espéces de Reticulitermes en milieu anthropisé pour

chaque département.

En Europe, R. flavipes est particulierement bien établi en France ou il présente
une répartition vaste mais essentiellement urbaine (Figure 10). Sa répartition en milieu
en forét (« milieu naturel ») se restreint a une portion de la cote ouest en comprenant la
Forét de la Baule en Loire Atlantique, la Forét d’'Olonnes en Vendée, et les Foréts de l'ile
d’Oléron (Les Saumonards et de Saint Trojan) et de la Coubre en Charente-Maritime
(Figure 7). En comparaison avec les autres especes de Reticulitermes présentes en
Europe, la distribution naturelle de R. flavipes apparait trés réduite. Cependant, en
France, c’est celle qui présente la plus vaste aire de répartition en milieu urbain en étant
implantée dans 22 départements et en causant des dégats importants (Figure 10). La
distribution de R. flavipes en France semble, bien plus clairement qu’aux Etats-Unis,
fortement liée a I'activité humaine. Méme dans les zones forestieres, cette espece est
souvent retrouvée tres proche des habitations (Vieau, 1993), et sa présence sous forme
de patchs en pleine forét parait résulter de I’exploitation forestiere et humaine (voies de

chemin de fer, maisons forestieres) (Vieau, 1999).
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2. Histoire de R. flavipes en France

L’identification du termite R. flavipes en Europe a été extrémement longue et
controversée, alors que depuis le début I'hypotheése de l'introduction depuis les Etats-
Unis était énoncée. Ces paragraphes résument les faits historiques et travaux qui ont
permis de reconnaitre I'introduction de R. flavipes en France. Apres 82 années passées
sous le nom R. santonensis (Feytaud), nous l'appellerons dans la suite du

manuscrit R. flavipes.

- Rappels historiques:

Depuis 1925, ce termite a connu de continuels changements au niveau de son
statut taxonomique, alternant entre une espece distincte, une forme de R. flavipes
introduite ou encore une sous espéce de R. lucifugus. Son identification et sa
dénomination a suscité des les premieres observations un certain désaccord entre les
scientifiques. En 1792, tous les Reticulitermes européens étaient assimilés a une seule
espece sous le nom R. lucifugus (Rossi 1792). Cependant, en 1924, Jean de Feytaud
différencie le termite, décrit en Saintonge, comme une sous espece de lucifugus: R.
lucifugus santonensis du fait de dissemblances morphologiques (tibias plus claires des
imagos) et physiologiques (période d’essaimage distincte). Peu apres, N. Banks proposa
a Feytaud de faire du termite de Saintonge une variété d’'un termite Nord américain, R.
flavipes, par leur similitude morphologique. Cette hypothése était tout a fait probable. En
effet, la premiére description de cette espéce a été réalisée sur des individus provenant
de Vienne (Autriche) par Kollar en 1837 (Kollar 1837), impliquant une introduction en
Europe. Cependant, les entomologistes Emerson et Lash (1952), Grassé (1954) et Buchli
(1958) ne considéraient pas de similitude entre ses 2 especes et conserverent R.

santonensis comme dénomination de ce termite.

A ce propos, en 1958, Buchli écrivit :

« Pour savoir si notre Termite de la Charente est vraiment identique a I'une ou l'autre des
especes américaines, nous nous sommes adressés a I'’éminent systématicien des Isopteres,
M. le professeur A. E. Emerson, qui a bien voulu déterminer le Termite de Saintonge et le
Lucifuge des Landes. M. le professeur Emerson ainsi que son éleve, W. Lash, m’ont confirmé

qu’aucune des especes américaines n’était identique a notre espéce ou sous-espece
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frangaise. Le Termite de la Charente n’a donc pas été un cadeau de nos amis d’outre-mer et
ne peut non plus étre le Reticulitermes flavipes de Feytaud. Ceci semble confirmer notre
opinion qu’il s’agit d’une nouvelle espéce ou variété évoluée localement du Reticulitermes

lucifugus R. »

Ainsi la dénomination « R. lucifugus santonensis » a perduré pendant pres de 30
ans. Dans les années 1970, Becker a méme émis I'hypothése que R. santonensis était un
« batard luxuriant » entre R. flavipes et R. grassei (Becker 1970). En 1978, le termite de
Saintonge est élevé au rang d’espéce par Clément (1978b) sur la base de nombreuses
différences (R. santonensis présente une suture clypéofrontale rectiligne et des imagos
avec des tibias jaunes, alors que les autres espéces de Reticulitermes en France ont une
suture incurvée et des imagos avec des tibias noirs; des différences apparaissent
également au niveau des périodes d’essaimage) avec les autres especes de Reticulitermes
présents en Europe, mais cet auteur n’a jamais fait le lien entre R. santonensis et R.
flavipes. Ce n’est qu’au début des années 90, soit presque 70 ans apres la description par
Feytaud, qu’est revenue I'hypothese d'une introduction du termite Nord américain, R.

flavipes (Bagneéres et al. 1990).

3. Evidences de l'introduction en Europe

Toutes les études faites ces dernieres années au niveau morphologique, chimique et

moléculaire n’émettent aucun doute : R. santonensis est bien le termite américain R.

flavipes.

- Répartition géographique : La distribution de R. flavipes en France, qui se trouve
limitée en milieu naturel est un élément qui caractérise les especes introduites souvent

retrouvées dans des milieux anthropisés.

- Evidence morphologique : Les critéeres anatomiques qui ont servi a isoler dans le
passé R. santonensis des autres especes de lucifugus n'ont pas fonctionné pour
différencier R. santonensis de R. flavipes : Le postclypéus est droit et rectiligne pour les
ouvriers et les tibias sont jaunes chez les reproducteurs ailés (Feytaud, 1924, Bagnéres

et al. 1990, Clément et al. 2001) (Figure 11).
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Figure 11. Photographies au microscope électronique de tétes d’ouvriers de R. santonensis (a) et de R.
flavipes (b) (Bagnéres et al. 1990).

Le nombre et la répartition des plaques perforées des glandes épidermiques,
présentes au niveau des tergites abdominaux ainsi que des pattes, ont été trouvés
identiques chez R. flavipes et R. santonensis et différentes chez R. lucifugus. (Faucheux

2006)

-Evidence chimique : L’étude comparative entre R. santonensis et R. flavipes de
Bagneres et al. en 1990 a l'aide des hydrocarbures cuticulaires et des composés
défensifs des soldats (Encart 3 p.71) a eu un impact important en remettant au gotit du
jour 'hypothese de I'introduction de R. flavipes en Europe. Parmi un fort polymorphisme
chimique observé dans une population de R. flavipes en Georgie, cette étude a mis en
évidence un profil cuticulaire qualitativement identique, avec cependant des variations
quantitatives (Annexe 2. p.243). Seules des différences au niveau des composés défensifs
ont été observées: 'unique phénotype de R. santonensis observé en France differait
d’autres phénotypes de R. flavipes par I'absence de y-cadinene et de I'aldéhyde cadinéne.
Néanmoins avec 6 phénotypes différents observés seulement dans la population de
Géorgie (noté A, B, C, D E et F) (Annexe 3. p.245), I'’étude montre également que la
composition de ces substances défensives semble tres variable au sein des populations
américaines. Ainsi, le phénotype des substances défensives de R. santonensis pourrait se
retrouver dans une population de R. flavipes encore non échantillonnée. Cette hypothese
flt confortée par la découverte quelques années plus tard en Allemagne d’un profil de

composés défensifs identiques a celui de R. santonensis (Clément et al. 2001).

-Evidence moléculaire (Encart 4 p.80): Toutes les analyses des variations des
régions mitochondriales ND1 (Clément et al. 2001), 16S (Uva et al. 2004, Austin et al.
2005) et COII (Jenkins et al. 2001, Marini and Mantovani 2002, Luchetti et al. 2004, Ye et
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al. 2004, Su et al. 2006) effectuées ces dernieres années, montrent que les quelques
échantillons® de R. santonensis et R. flavipes forment un méme clade, bien distinct des
autres especes de Reticulitermes. Une étude récente, se basant sur le marqueur
mitochondrial 16S ARNr, révelent trois haplotypes présents simultanément en France et
aux Etats-Unis (Austin et al 2005). L'ensemble de ces auteurs concluent que R.
santonensis et le termite américain R. flavipes forment un méme groupe monophylétique
et apparaissent fortement proches génétiquement, corroborant les études
morphologiques et chimiques, et ainsi I’hypothese de I'introduction.

Aujourd’hui, apres I'ensemble des études effectuées, tous les marqueurs utilisés
corroborent et attestent (excepté pour les composés défensifs des soldats) que les

populations de R. santonensis sont des populations introduites de R. flavipes.

Figure 12. Photo de deux soldats et de larves de R.

flavipes. (E. Perdereau).

9 Majoritairement des échantillons de notre laboratoire provenant de la Charente-Maritime et d’ile de

France
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Encart 4. Les marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires, du fait de leur répartition sur tout le génome et de leur polymorphisme,
se révelent comme des outils de choix pour analyser la variabilité des caractéres quantitatifs. Les variations
d’ADN sont des mutations provenant de l'insertion, la substitution, ou I’élimination, d’un ou plusieurs
nucléotides, ou de la duplication ou l'inversion de fragments d’ADN. Ces mutations sont dites « neutres » si
elles n’engendrent aucun changement métabolique ou phénotypique, et ne sont pas par conséquent soumises
a une sélection positive ou négative, contrairement aux mutations dites « fonctionnelles ». Il existe de
nombreux marqueurs moléculaires. Nous allons ici nous intéressé plus précisément aux marqueurs

microsatellites (marqueur nucléaire) et au marqueur cytochrome oxydase Il (marqueur mitochondrial) qui ont

¥

Un microsatellite est la répétition en tandem, et toujours dans le méme sens, d’un certain nombre de fois d'un

été utilisés au cours de cette these.

Les microsatellites (marqueur nucléaire)

motif nucléotidique court (de 1 a 4 nucléotides le plus souvent). Le nombre de répétitions de ce motif est
variable d'une espeéce a l'autre, d'un individu a I'autre et d'un alléle a I'autre chez un méme individu, ce qui
peut conférer plusieurs formes alléliques pour une séquence microsatellite. Ces marqueurs nucléaires sont des
marqueurs neutres, car ils sont localisés dans une région non-codante. Leur niveau de variabilité est
généralement plus élevé que certains marqueurs et favorise I'estimation de la diversité génétique
intraspécifique. lls ont ainsi été utilisés de nombreuses fois pour analyser I'organisation des colonies d’insectes

sociaux (Queller et al. 1993, Ashley and Dow 1994, Dronnet et al. 2005, Vargo and Husseneder 2009).

Le cytochrome oxydase Il (marqueurs mitochondriaux) J

L’ADNmt haploide est, comme son nom l'indique localisé dans les mitochondries. Il est hérité maternellement
et possede un taux de mutation souvent plus élevé que I’ADN nucléaire et ne se recombine pas. Par ces
caractéristiques, les marqueurs mitochondriaux ont été souvent utilisés pour étudier I'histoire évolutive des
especes et des populations. Chez les termites, de nombreux genes mitochondriaux ont été utilisés (COIl, COll,
NDI) pour clarifier la position taxonomique des différentes espéces; mais c’est le géne codant pour la
cytochrome oxydase Il qui a été le plus souvent employé et qui a montré le plus de résultats chez les
Reticulitermes (Miura et al. 2000, Austin et al. 2002, Ohkuma et al. 2003, Ye et al. 2004, Kutnik et al. 2004,
Luchetti et al. 2004).
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4. Variations phénotypiques entre les populations natives et introduites

Pendant de longues années, R. flavipes ayant été considéré en France comme une
espece a part entiere, plusieurs études sur ses caractéristiques biologiques ont été
effectuées (Clément 1977, 1978a et 1986, Bagneres 1989, Bagneres et al. 1990). Plus
récemment, la these de Stéphanie Dronnet a permis une meilleure compréhension de la
structure sociale des populations francaises, grace a la mise en place et a I'analyse de loci
microsatellites (Dronnet et al. 2004, Dronnet et al. 2005). Ainsi, les populations
francaises apparaissent étre les populations introduites de R. flavipes les plus étudiées.
De toutes ces études, deux caractéristiques particulieres aux populations francaises de R.

flavipes semblent ressortir.

-Manque d’agressivité intraspécifique ?

Les études portant sur I'agression intercoloniale ont montré que les populations des
Reticulitermes européens présentent une agressivité entre colonies variables selon la
saison (Clément 1986 et 2001). Néanmoins, les études réalisées sur les populations
francaises de R. flavipes ont toujours montré une absence d’agression intraspécifique
(Clément 1978a et 1986, Clément and Bagnéres 1998), ce qui a été également observé

dans les populations introduites au Canada (Grace et al. 1996).

- Présence de nombreux reproducteurs secondaire au sein des colonies ?

Comme nous l'avons vu précédemment, la structure familiale des colonies est
variable en fonction du nombre de reproducteurs au sein de celle-ci et de leur lien de
parenté. Chez les Reticulitermes, le type de structure familiale assumé étre le plus
commun est la famille simple (seulement le couple de reproducteurs primaires) (Vargo
and Husseneder 2009). Un premier travail sur deux populations francaises a montré que
toutes les colonies étudiées de R. flavipes possedent une famille de type étendue avec un
grand nombre de reproducteurs secondaires apparentés (Dronnet et al. 2005). La seule
présence de famille de type étendu dans les populations francaises de R. flavipes n’a
jamais été observée chez d’autres populations de Reticulitermes européennes et
américaines, excepté pour le termite introduit en France R. urbis.
Alors que 'ensemble des études portant sur I'étendue spatiale des colonies montrent

que les colonies du genre Reticulitermes aux USA ou en Europe sont petites (revu dans
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Vargo and Husseneder 2009), I'étude des colonies des populations francaises de R.

flavipes a montré que les colonies étaient souvent tres vastes (Dronnet et al. 2005).
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[.  Problématique générale de la these

La constante augmentation des invasions biologiques met en avant la nécessité
de mieux comprendre les mécanismes par lesquels une espece introduite arrive a
s’établir avec succes dans un nouvel environnement. D’autre part, il a été noté que les
invasions biologiques fournissent des situations uniques pour élargir nos connaissances
en écologie générale et en biologie évolutive, et notamment pour étudier certains traits

d’histoire de vie complexe.

Chez les insectes sociaux, définis comme d’excellents invasifs (Moller 1996),
d’'importantes variations de I'organisation sociale (polygynie et unicolonialité) ont été
mises en évidence chez certaines especes et ont souvent été associées a leur succes
invasif. Parmi ces espeéces, les Hyménoptéres et plus particulierement les fourmis sont
clairement celles les mieux documentées avec un nombre trés important d’articles
concernant leurs histoires, leurs biologies et leurs effets sur les populations indigénes et
les écosystemes envahis. Le constat n’est pas le méme chez les autres espéces sociales
qui pourraient pourtant compléter, voir élargir, la compréhension des caractéristiques

invasives et de leur origine.

Bien que de nombreux espéces de termites soient introduites, peu ont fait I'objet
d’études et encore moins concernant leur organisation sociale. En France, une premiere
étude sur les populations introduites du termite R. flavipes montre une structure sociale
particuliere (Dronnet et al. 2005). Méme si encore beaucoup de questions demeurent
tant sur son histoire que ces capacités invasives et leurs origines, ce termite
représente une opportunité unique pour comprendre comment les populations
introduites d’'insectes sociaux s’établissent avec succes dans leur nouvel
environnement. A travers I'étude du termite R. flavipes introduit en France, nous
nous sommes intéressés a savoir si (i) I'organisation sociale des populations
introduites varient de celles des populations natives, (ii) ces variations résultent
d’'une évolution suite a l'introduction et si (iii) les caractéristiques sociales
acquises par les colonies introduites favorisent leur installation et leur

propagation en France.
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Obijectifs spécifigues de thése

Pour répondre au mieux a notre problématique, quatre objectifs majeurs ont été définis:

ler objectif: Existe-t-il des variations de l'organisation sociale entre les populations
natives et les populations introduites en France ?

Une premiére étude (Dronnet et al. 2005) a montré que les colonies de deux populations
introduites de R. flavipes contenaient toutes de nombreux reproducteurs secondaires,
contrairement a ce qui peut étre observé dans les populations natives.

Ainsi, nous avons étudié la structure génétique d’une troisiéme population introduite a
I'aide de marqueurs microsatellites et d’'un marqueur mitochondriale. Les résultat de ce
travail sont présentés dans lI'étude 1: Structure génétique d’'une population
introduite de R. flavipes, et ont fait I'objet d’'une publication dans le journal Insectes

Sociaux.

2¢me gbjectif : Est-ce que les variations de I'organisation sociale sont impliquées dans le
succes invasif ?

Les populations frangaises de R. flavipes présentant une vaste aire de répartition, nous
nous sommes intéressés a déterminer si (i) les caracteres impliqués dans son succes
invasif, et si (ii) il peut affecter les populations autochtones des termites européens.
Ainsi, nous avons étudié les traits biologiques et les interactions entre ce termite invasif
et une espece autochtone, le termite R. grassei. Les résultat de ce travail sont présentés
dans l'étude 2: Etude des interactions de compétition entre R. flavipes et R.

grassei, et ont fait I'objet d’'un article soumis au journal Biological Invasions.

3¢éme gbjectif: Il y a-t-il des variations au niveau des composés chimiques entre les
populations natives et les populations introduites en France ?

Chez les insectes sociaux, la reconnaissance intra et interspécifique est basée sur la
variation des hydrocarbures cuticulaires (Blomquist and Bagneres 2010). Les
populations introduites de R. flavipes ne semblant pas présenter d’agressivité
intraspécifique (Clément 1978a et 1986), nous avons étudié les variations
intraspécifiques des hydrocarbures cuticulaires au sein et entre les populations

introduites et natives de ce termite. Nous nous sommes également intéressés aux
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composés défensifs des soldats qui semblent avoir un réle dans la différenciation des
castes (Henderson 1998, Tarver et al. 2009). Les résultat de ce travail sont présentés
dans I'étude 3: Analyses et comparaisons des composés chimiques entre les
populations natives et introduites de R. flavipes, et ont fait I'objet d’un article soumis

a Journal of Chemical Ecology.

4eme gbjectif : Ou sont localisées les populations sources et est-ce que l'introduction a eu
des conséquences sur le niveau de diversité génétique ?

L’événement d’introduction, depuis le prélevement des individus jusqu’a leur arrivée, a
des conséquences décisives sur la génétique des populations introduites et leurs
potentiels adaptatifs (Facon et al. 2006). En retragant I'invasion, il est alors possible de
déterminer les facteurs qui ont permis le succes invasif. C’est dans ce contexte que le
4¢eme gbjectif de ma theése a pour but de localiser les populations sources des populations
de R. flavipes en France et de savoir si les populations introduites ont souffert d’'une
baisse de diversité génétique au cours de l'introduction, ceci a 'aide d’'un marqueur
génetique mitochondrial et de marqueurs microsatellites. Les résultat de ce travail sont
présentés dans I'étude 4 : Analyses phylogéographiques des populations natives et

introduites de R. flavipes, et font I'objet d'un article en préparation.

L’ensemble de nos études s’est construit autour de l'utilisation alliant deux
approches, celles de la génétique et de la biologie des populations. Pour se faire, au cours
de ma thése, nous avons accumulé un grand nombre de données empiriques. Ceci grace
a cinq missions de récoltes de termites en France, quatre sur I'lle d’Oléron (Charente-
Maritime) et une a Olonnes (Vendée), mais également grace a deux campagnes dans le
sud-est des USA (Floride et Louisiane). Nous avons également obtenu des données
expérimentales (comportement) sur des colonies «fralchement» collectées (ile

d’Oléron).

La partie suivante est dédiée aux résultats des quatre études qui ont donné lieu a
quatre articles (Articles 1, 2, 3 et 4). L’ensemble des résultats obtenus est synthétisé et
discuté dans le cadre des invasions biologiques dans la derniere partie de ce manuscrit

intitulée « discussion générale ».
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Synthese de I'article 1

Introduction

Chez les Hyménopteres sociaux, plusieurs exemples montrent des variations de
I'organisation sociale entre les populations introduites et les populations natives (cf. la
synthése bibliographique p. 50). C’est par exemple le cas de la guépe Vespa germanica
(Donovan et al. 1992, Kasper et al. 2008), du bourdon Bombus terrestris (buttermore
1997, Nagamitsu and Yamagishi 2009), et de nombreuses especes de fourmis (Morel et
al. 1990, Le Breton et al. 2004, Drescher et al. 2007, Suarez et al. 2008, Fournier et al.
2009, Orivel et al. 2009, Helantera 2009, Thomas et al. 2010). Ainsi, le premier objectif
de cette these est de déterminer si les populations introduites de R. flavipes

présentent des variations de I'organisation sociale.

De nombreuses études ont déja été faites sur le systeme de reproduction et la
structure familiale des populations nord-américaines du termite R. flavipes (revu dans
Vargo and Husseneder 2009). Sur les 11 populations étudiées, les 366 colonies, chacune
s’étendant au maximum sur une centaine de metres, sont a 75% des familles simples (i.e.
famille contenant un seul couple de reproducteurs généralement le roi et la reine), a
23,20% des familles étendues (i.e. famille contenant le couple fondateur et des
reproducteurs secondaires apparentés, avec généralement moins de 10 néoténiques
fonctionnels) et a 3.30 % des familles mixtes (famille contenant plus de deux
reproducteurs non apparentés). La premiere étude sur deux populations introduites de
R. flavipes en France (Paris et la forét des Saumonard sur I'lle d’Oléron) a montré des
différences importantes de I'organisation avec les populations américaines (Dronnet et

al. 2005) :

- Toutes les colonies étaient des familles de type étendu (100%).

- Le nombre de reproducteurs secondaires au sein de chaque colonie étaient
supérieur a 100.

- La grande majorité des colonies étaient spatialement vastes (avec pour la plus

grande colonie une longueur de 320 metres).
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Alors que 'on connalit la structure familiale de 366 colonies des populations aux
USA, seulement deux populations ont été étudiées en France (Vargo and Husseneder
2009). Ainsi, il apparait primordial de déterminer si cette variation de I'organisation
sociale est propre aux deux populations précédemment étudiées ou aux populations
introduites de R. flavipes. Pour répondre a cette question nous avons étudié la structure
génétique d’'une troisieme population introduite de R. flavipes situé dans la forét de St
Trojan sur l'ile d’Oléron. A 'aide de 8 marqueurs microsatellites et d'un marqueur
mitochondrial (COII), nous avons délimité les colonies, déterminé leur structure

familiale et estimer le nombre de reproducteurs présents au sein de chacune.

Synthése des résultats de l'article 1 et discussion.

- En génotypant 580 ouvriers (20 ouvriers pour chacun des 29 points de récolte),
les analyses du nombre et de la fréquence des alleles et des génotypes nous ont permis
de délimiter 13 colonies dans la forét de St Trojan. Parmi ces 13 colonies, aucune
colonie ne présente une structure familiale de type simple (colonie constituée
uniquement d’'un couple de reproducteurs); 9 sont des familles de types étendues
indiquant la présence de plusieurs reproducteurs secondaires apparentés au sein de
ces colonies ; et 4 sont de type famille mixte indiquant le présence de plus de deux

reproducteurs non apparentés (plus de 4 alleles a au moins un locus)

- Les analyses des F-statistics et de la relatedness indiquent que toutes les colonies
contiennent un nombre de reproducteurs secondaires fonctionnels estimé de 10 a

300 par colonie.

- La délimitation des colonies met en évidence la plus grande colonie jamais
délimitée chez une espéce de Reticulitermes, son étendue étant de 600 metres
(excepté la population introduite de R. urbis en Isere qui s’étend sur 7 hectares, mais ou

les nids ne sont pas connectées (Leniaud et al. 2009)).

- L’ensemble des résultats indiquent que toutes les colonies possédent de
nombreux reproducteurs secondaires apparentés fonctionnels et confirme ainsi la
premiere étude faite sur les deux autres populations de R. flavipes en France (Dronnet et
al. 2005). En comparaison, les colonies des populations américaines, lorsqu’elles sont

étendues (23.20%), ne montrent généralement pas plus de 10 néoténiques fonctionnels
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Populationsaméricaines Populations francaises
(natives) (introduites)

73.50%

Famille simple Bl Famille étendue I Famille mixte

Figure 13. Variations de la structure familiale entre les populations introduites et natives de R.

flavipes .
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au sein des colonies (Vargo and Husseneder 2009). Il est également important de noter
que sur I'ensemble des 3 populations étudiées en France, aucune colonie constituée
uniquement d’'un couple de reproducteurs n’est identifiée, alors que c’est le type de
famille majoritaire dans les populations américaines (Vargo and Husseneder 2009)

(Figure 13).

- Les colonies de type famille mixte, sont reconnues comme étant le résultat d’'une
fusion entre deux ou plusieurs colonies chez les termites du genre Reticulitermes
(DeHeer and Vargo 2004, 2008). Au sein des 4 colonies mixtes identifiées les individus
partagent le méme haplotype mitochondrial, et aucune lignée n’ont été mise en
évidence. Pour la premieére fois en France, un phénomene de fusion coloniale est décrit,
révélant une différence majeure avec la précédente étude faite sur les populations
introduites en France (Dronnet et al. 2005). Néanmoins, la proportion de colonies
fusionnées semble réellement sous-estimée a cause d’'un biais méthodologique dans la

population de St Trojan comme les deux autres populations francaises étudiées.

Premierement, les marqueurs microsatellites au sein des populations francaises
marqueurs ne sont pas assez polymorphes. En effet, le nombre d’alléles par locus est le
seul parametre qui nous permet de distinguer les familles mixtes des familles étendues
(5 alleles a au moins un locus), or le nombre moyen d’alléles est seulement de 4.9 alleles
par locus dans la population de St Trojan (4.7 au Saumonards et 3.1 a Paris). En
comparaison, les populations américaines présentent un nombre moyen d’alleles par
locus de 11.7 (Vargo 2003b, Vargo 2003a, Dronnet et al 2004, Vargo and Carlson 2006,
Vargo et al 2006). La population de Paris illustre bien une sous estimation des colonies
fusionnées : les colonies présentent des valeurs de F-statistics et de la relatedness tres

proches de colonies de type famille mixte.

Deuxiemement, le risque de sous-estimation en France apparait plus important
qu'aux USA car au sein des populations américaines le nombre de familles simples, qui
ne peut pas étre confondu avec celui des familles mixtes, est plus élevé. Ainsi, les
résultats mettent en évidence une différence majeure sur la capacité a fusionner entre
les colonies des populations américaines et francaises (Figure 13). En effet, 31 % des
colonies de la population de St Trojan sont fusionnées. Cette proportion de fusion
coloniale est la plus importante rencontrée dans une population de

Reticulitermes.
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Cette 1¢re étude confirme que des variations de I'organisation sociale existent
entre les populations introduites en France et les populations américaines, par la
fréquence importante de colonies contenant des reproducteurs secondaires
fonctionnels, le nombre de ces reproducteurs, la capacité a fusionner et I'étendue
spatiale des colonies (Figure 13). Ainsi, la question qui se pose sur ces résultats est de
savoir si ces variations sont impliquées dans le succes invasif de 'espece. L'origine de

ces variations sera discutée dans la derniére partie (Discussion-Conclusion p.211).
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Abstract The coexistence of multiple unrelated repro-
ductives within social insect colonies decreases the related-
ness among colony members and therefore challenges kin
selection theory. This study investigated the colony
genetic structure of a French introduced population of the
American subterranean termite Reficulitermes flavipes by
analyzing genotypes at eight microsatellite loci and at one
mtDNA region. Results revealed that all colonies contained
numerous related secondary reproductives, and that 31% of
colonies possessed more than two unrelated reproductives.
The presence of several unrelated reproductives within
colonies of this species is commonly assumed to result
from colony fusion. Although such a high occurrence of
colony fusion is the highest ever observed in a termite
population, it is probable that the available methodology
underestimated the detection of colony fusion in French
populations. Overall, these results suggest that French
colonies might differ strongly from the great majority
of American colonies in their capacity to produce sec-
ondary reproductives as well as in their ability to merge.
The nature and evolutionary origin of these population dif-
ferences are discussed.
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Introduction

Social organization—the number and relatedness of repro-
ductives within social groups—of animal societies has well
been characterized, especially in social insects. However,
little is known about the ecological and genetic factors
causing its evolution {(Bourke and Franks, 1995; Wilson and
Hélldobler, 2005; Johns et al., 2009). The presence of mul-
tiple queens and/or kings within social insect colonies is
problematic when invoking kin selection as an explanation
for the maintenance of eusociality, because the potential for
inclusive fitness benefits appears to be lower in these colo-
nies in comparison with those headed by a single pair of
reproductives (Bourke and Franks, 1995). The coexistence
of multiple unrelated reproductives within colonies has long
been viewed as an evolutionary paradox (Keller, 1993). This
paradox is particularly evident in unicolonial ants, which are
characterized by the absence of colony boundaries between
interconnected nests that contain many queens and exchange
workers, brood and fertile queens (Helanterd et al., 2009).
Until now, colony genetic structure in social insects has
mostly been studied in ants where almost half of all species
may have colonies with several reproducing queens (Heinze
and Foitzik, 2009). However, a detailed knowledge of the
colony genetic structure of other social insect groups might
bring decisive information for understanding the mecha-
nisms by which colonies with multiple unrelated reproduc-
tives evolve and are maintained within populations.
Termites (Isoptera) may provide an appropriate critical
comparative system for studying social evolution within
complex insect societies, because their eusociality has
evolved independently from the Hymenoptera, without haplo-
diploid sex determination and with a hemimetabolous devel-
opment (Korb, 2008). However, there is still little infor-
mation on the ecology and evolution of termites. Typical
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termite colonies are founded by a single pair of primary
reproductives (one queen and one king) forming simple-
family colonies. However, several studies have revealed
that more than two functional reproductives sometimes
coexist within colonies. Multiple reproductives can develop
within colonies by secondary reproduction, resulting in
extended-family colonies (Lenz and Barrett, 1982; Myles,
1999). Replacement or supplementary reproductives may
differentiate within the colony from sterile individuals as
nymphs or workers (Thorne et al., 1999). These secondary
reproductives (neotenics) do not have wings and develop
either following the death of the primary reproductives or
during the formation of nest buds. In both cases, neotenics
are sons and daughters of the original queen and king or of
the later generations of replacements. The presence of
neotenics has been described in numerous termite species
(Myles, 1999). Their production may increase both the
level of inbreeding within colonies and the degree of
relatedness among nestmates. Interestingly, the capacity
of colonies to produce neotenics seems to be highly
variable both among and within termite species (Vargo
and Husseneder, 2009). However, the factors underlying
these variations as well as the evolutionary processes that
maintain them in nature remain unknown.

Termite colonies sometimes also contain multiple repro-
ductives that are unrelated or only distantly related. Such
mixed-family colonies have been described in a few termite
species including Nasutitermes corniger (Atkinson and
Adams, 1997; Adams et al., 2007), Mastotermes darwiniensis
(Goodisman and Crozier, 2002), Macrotermes michaelseni
(Hacker et al., 2005) and two Reticulitermes species (DeHeer
and Vargo, 2004; Nobre et al., 2008). The existence of mixed-
family colonies in termites is as unexpected on the basis of kin
selection theory as it is for unicolonial ants (Helanterd et al.,
2009). Multiple unrelated reproductives can arise in termite
colonies through two types of described mechanisms: pleo-
metrosis and colony fusion. Pleometrosis occurs when multi-
ple future queens and kings (alates) join together following
the mating flight and cooperate to found a new colony. This
occurs in several higher termites (Termitidae) such as Na-
sutitermes corniger and Macrotermes michaelseni, but recent
data suggests that this mechanism is not common in lower
termites such as Rhinotermitidae (Vargo and Husseneder,
2009). Colony fusion occurs when two or more colonies
merge to form a single colony. It has long been suspected
that this phenomenon occurs in several lower termites
(Clément, 1986; Matsuura, 2001; Bulmer and Traniello,
2002a; Goodisman and Crozier, 2002; Korb, 2008} and it
has recently been demonstrated in Reticulitermes flavipes
(DeHeer and Vargo, 2004, 2008).

Like most subterranean termites, Rericulitermes species
have cryptic nesting habits and form complex colonies with
diffuse nests and multiple feeding sites connected by

underground tunnels. For this reason, it is very difficult to
study the spatial and social organization of colonies of
Reticulitermes species. Furthermore, because both the pri-
mary and secondary reproductives are usually difficult to
collect, the genetic structure of colonies is usually inferred
by genotyping groups of workers (reviewed in Vargo and
Husseneder, 2009). By monitoring foraging patterns and
the genetic structure of neighboring colonies during three
successive field seasons, DeHeer and Vargo (2004) showed
that two independent mature colonies fused in a single
colonial entity, which thereafter presented a typical mixed-
family structure. This study provides the first direct evi-
dence that naturally occurring mixed-family colonies can
result from the fusion of mature colonies in a termite
species. However, it should be mentioned that the occur-
rence of mixed-family colonies within populations of R
Jflavipes is usually low, from 0 to 13.9%, with an average of
2.8% (reviewed in Vargo and Husseneder, 2009).

The subterranean termite R. flavipes (Rhinotermitidae) is
widespread in North America. This species has been intro-
duced in Western BEurope (in France, where it has been
named K. santonensis and in Germany) and in South
America (Chile) (Clémentetal., 2001; Yeet al., 2004; Austin
et al,, 2005; Su et al., 2006). Although colony genetic
structure has been extensively studied in the native North
American range of R. flavipes (Bulmer et al., 2001; Bulmer
and Traniello, 2002a; Vargo, 2003a; b; DeHeer and Vargo,
2004, 2006, 2008; Vargo and Carlson, 2006; Vargo et al.,
2006; DeHeer and Kamble, 2008; Parman and Vargo, 2008),
only one study has focused on such an attribute in introduced
populations of this species (Dromnet et al., 2005). Our study
investigates the genetic structure of colonies collected in a
French population of R. flavipes by analyzing genotypes at
eight microsatellite loci and in one region of mitochondrial
DNA (cytochrome oxidase II). The results revealed an
unusually high occurrence of mixed-family colonies, which
are assumed to arise by colony fusion in these termites. So far
as we are aware, the frequency of colony fusion, although
probably underestimated in this study, is the highest ever
observed in a termite population.

Materials and methods
Sampling

Twenty-nine samples were collected from wood fragments
or tree stumps in the St Trojan Forest (1,900 ha with 80%
of Pinus maritima). This forest is located in the south of the
Tle d’Oléron on the Atlantic coast of France. Samples were
collected in October and April 2006, October and April
2007 and in April 2008. At least 20 workers were collected
ateach collection point. For each collection point, special care
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was taken to collect workers from the same tunnel syster, in
order to avoid collecting non-nestmate individuals that might
be feeding on the same foraging site. The species was deter-
mined by morphological and chemical identification as
described previously (Clément et al., 2001).

Genotyping

In total, 580 workers (20 workers from each of the 29
collection pointsy were genotyped at eight microsatellite
loci. The genomic DNA was extracted using standard
phenol—hloroferm purification (Sambrook et al., 1989).
The eight microsatellite loci developed for R. flavipes
(Dronnet et al., 2004) were Rf11-1, Rf6-1, Rf15-2, Rfl-3,
RS76, RS15, RS10 and RS8S. Polymerase chain reaction
(PCR) amplification was performed with Multiplex PCR
Kit (QIAGEN®), following the manufacturer’s instructions.
Multiplex reactions were carried out with the following
pairs and final primer concentrations: RS85 and Rf6-1 at 50
and 100 nM, RS76 and Rf71-1 at 150 nM, RSI¢ and Rf15-2
at 50 nM, and RSI5 and RfI-3 at 50 nM. PCR products
were separated and analyzed as previously described in
Dronnet et al. (2004).

A portion of the cytochrome oxidase II {(COII) gene
(680 bp) of the mitochondrial DNA was sequenced from
one to five individuals from each collection peint using the
primers B-tLys (3-GTT TAA GAG ACC ATT ACT
TA-3") (Simon et al., 1994} and modified A-tLeu (5-CAG
ATA AGT GCA TTG GAT TT-3") (Miura et al., 2000).
PCR amplification was performed with Multiplex PCR Kit
(QIAGEN®) following the manufacturer’s instructions. The
PCR templates were purified and then sequenced using an
automated ABI 3100-Avant sequencer. Both strands of the
PCR products were sequenced. Sequences were aligned using
the ClustalW algorithm {Thompson et al., 1994b) within
the Bioedit Sequence Alignment Editor 6.0.7 (Hall, 1999}
and corrected manually.

The mtDNA haplotype of ten additional individuals from
each collection point was also determined using PCR-RFLP.
COII PCR products were digested using restriction enzymes
(Fermentas®), i.e., Smal (recognition sequence: CCC |GGG
and Munl (Mfel) (recognition sequence: CJAATTG), sepa-
rately and together. This techmique was designed to discrim-
inate the two mitochondrial haplotypes identified in the Ile
d’Oléron [GenBank accession numbers: AY027475 (Jenkins
etal., 2001) and EU253889 (Legendre et al., 2008)]. Samples
without restriction enzyme were used as controls. Restriction
products were resolved in 1.5% (w/v) agarose-TBE 0.5X
(Buromedex™) gels at 150 V, stained with ethidium bromide
and photographed over UV light. The size was compared to
500 ng of a molecular size standard (100 bp DNA Ladder,
Buromedex®).

Data analyses

Microsatellite analyses were carried out to determine
whether different collection points belonged to the same
colony. Genotypic frequencies were compared between all
pairs of collection points using a log-likelihood (G)-based
differentiation test from the GENEPOP software package
from the Web (Raymond and Rousset, 1995). The overall
significance was determined using Fisher’s combined proba-
bility test. A Bonferroni correction was applied to account for
multiple comparisons. Samples from two collection points
were considered to belong to different colonies if genotypic
differentiation was statistically significant (Vargo, 2003b;
DeHeer and Vargo, 2004; Dronnet et al., 2005). G-tests have
proven useful and are widely used to delineate colonies of
social insects (Goodisman and Crozier, 2002; DeHeer and
Vargo, 2004; Dronnet et al., 2003; Nobre et al., 2008;
Parman and Vargo, 2008).

After defining the colony boundaries, the genotypic
disequilibrium was estimated using Fstat 2.9.3.2 (Goudet,
1995) in order to avoid problems that might occur from
non-independent genotypes within colonies. The breeding
system of each colony was then investigated using the
GENEPOP software package from the Web (Raymond and
Rousset, 1995). Colonies could be classified as simple-
family, extended-family or mixed-family colonies by com-
paring the number and frequency of alleles and genotypes
observed in the colonies with expected genotypes accord-
ing to standard criteria for the respective termite families
(Vargo, 2000; Bulmer et al., 2001; DeHeer and Vargo,
2004). Colonies could be classified as simple families when
worker genotypes were consistent with direct offspring of a
single pair of reproductives, and when the observed fre-
quencies did not differ significantly from those expected
under Mendelian segregation of alleles from two parents.
Significance was determined by a G-test (P < 0.05) com-
bined across all loci. Because there is only one female in
simple-family colonies, the expected number of mtDNA
haplotypes for such colony is one. Colonies could be
considered to be extended families when there were no
more than four alleles at any one locus and when worker
genotypes were not consistent with a single pair of repro-
ductives (e.g. more than four genotypes at a locus or three
or more homozygote genotypes), or when genotype fre-
quencies deviated significantly from those expected in
simple-family colonies. These extended-family colonies
suggested that there was reproduction of the direct off-
spring of primary reproductives via neotenics. As in
simple-family colonies, only one mtDNA haplotype is
expected to occur in extended-family colonies because in
such colonies all reproductives are descended from a single
primary female. Colonies could be considered as mixed
families when more than four alleles were found for at least
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one locus, a pattern that is consistent with offspring pro-
duced by more than two unrelated reproductives. Colonies
with more than one mtDNA haplotype could be also
classified as mixed families (Atkinson and Adams, 1997).

The colony level F-statistics (Weir and Cockerham,
1984) and coefficient of relatedness {#) (Queller and Good-
night, 1989) were estimated using Fstat 2.9.3.2 (Goudet, 1993).
Results were compared to the termite-breeding structure
models proposed by Thome et al. (1999) and Bulmer et al.
(2001) in which the different components of variation are
classified as individual (I), colony (C) and total (T). In this
model, Frr is the coefficient of inbreeding for individuals
relative to the total population; Fer estimates the amount
of genetic differentiation among colonies; Fyc is the coef-
ficient of inbreeding for individuals within colonies and
provides information on the number of reproductives and
relatedness among them. As the number of reproductives
increases, Fy- approaches zero and can become positive if
there are several matings among multiple reproductives
within colonies or if workers come from genetically dif-
ferentiated colonies that have either fused together or share
foraging tunnels (Thorne et al., 1999). The significance of
the F-statistics was assessed from 95% confidence intervals
by bootstrapping over loci, with 1,000 replications, with a
probability & = 0.05 that their confidence limits did not
overlap zero. The same software was used to determine the
estimated gene diversity (Nei, 1987) within each type of
family.

Results
Colony boundaries

The eight microsatellite loci had an average of 4.9 alleles
per locus {range 3-8) in the St Trojan Forest, with an
expected average heterozygosity of 0.38 (range 0.17-0.52)
(Table 1). None of the loci showed consistent patterns
of genotypic disequilibrium. Tests of genotypic differen-
tiation grouped the 29 collection points into 13 colonies
(G-test differentiation between pairs of collection points,
all P < 0.0002) (Fig. 1; Table 2). Colony identification
revealed spatially extensive colonies. The distance between
the collection points within colonies ‘c’, ‘" and ‘m’ was up
to 200 m and the distance between the collection points of
colony ‘d’ was nearly 500 m (Fig. 1).

Genetic structure of colonies

Based on the number of genotypes per colony at the 8
microsatellite loci, none of the 13 colonies identified were
classified as simple-family. Ten colonies (‘¢’, ‘d’, f", ‘g’,
‘W, 9, 97, 'k, 1 and ‘m’) had more than four genotypes

Table 1 Variability at eight microsatellite markers in the R. flavipes
population in the St Trojan Forest

Locus Na Hg
RSI5 5 0416
Rfli-1 3 0.323
RSI0 6 0.389
RS85 4 0.168
Rfl1-3 5 0514
Rfl15-2 4 0.524
R376 4 0.321
Rf6-1 8 0.357
Mean + SD 49 +15

Overall 0.381

The number of alleles (Na) and gene diversity (Hg) were calculated
from the whole set of samples

for at least one locus (Table 2). In the remaining three
colonies (‘a’, ‘b’ and ‘e’) the number of genotypes was
consistent with simple-family colonies but the distribution
of genotypes within the colonies differed significantly from
what would be expected if the workers were the offspring
of a single pair of reproductives {G-test across all loci,
P < 0.05) (Table 2). These results indicate that workers
were the offspring of more than two breeders within the 13
colonies. Four colonies had more than four alleles for at
least one locus. This result shows that these colonies were
headed by more than two unrelated reproductives and
consequently were classified as mixed-family colonies.
Genotyped workers of colony ‘i” had a total of five alleles
at two loci (i.e., RSI10 and Rf6-1), whereas those collected
in colonies ‘k’, ‘1’ and ‘m’ had five alleles at the locus Rf6-
1. Furthermore, five alleles were found from workers col-
lected at multiple collection peints within each of the four
mixed-family colonies (see details in Fig. 1).

Mitochondrial sequence data revealed the presence of
two haplotypes within St Trojan population: haplotype A
(accession number: EU253889) and haplotype B (accession
number: AY027475). However, the two haplotypes were
never found simultaneously within a given colony and con-
sequently provided no information for assigning the breeding
system of colonies (Table 2).

F-statistics and relatedness estimations

As shown in Table 3, the F-statistics and relatedness esti-
mates for the extended-family colonies were consistent with
those expected for colonies with a large number of neotenic
reproductives which had interbred for three gemerations
{cases B (2) or B (3) in Table 3). The F-statistics and
relatedness estimates for mixed-family colonies were inter-
mediate between two breeding structures (case C and case
D (3) in Table 3). Case C suggests inbreeding followed by
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Fig. 1 Spatial distribution of R. flavipes samples collected in the St
Trojan Forest (the forest is indicated by the grey area). Grey lines
surround collection points that belong to a given colony. Each of the
13 colonies is identified by a letter (a—m) and each collection peint
within mixed-family colonies is numbered. Workers of the single

mixing of unrelated workers at the collection sites. Case D (3)
suggests pleometrosis headed by five queens and five kings
with the presence of ten neotenics that had interbred for three
generations. Relatedness (v) within mixed-family colonies
was significantly lower than 0.5, suggesting the presence
of unrelated or distantly related individuals. The F-statistics
for mixed-family colonies were in agreement with those of
fused colonies in R. flavipes (Parman and Vargo, 2008). In
comparison with extended-family colonies, mixed-family
colonies seem to have a lower coefficient of relatedness
(r = 0.177 vs. r = 0.527, Table 3) and a higher number of
alleles over all loci (Na = 3.281 vs. Na = 2.339; Mann—
Whitney Test, U = 3, P < 0.05, Table 1). Similarly, the level
of gene diversity (Hg) seems to be higher within mixed-family
colonies than within extended-family colonies (Hs = 0.51 vs.
Hg = 0.32). The estimates of F-statistics and relatedness
support the presence of numerous neotenics interbreeding in
all colonies and also support the presence of four mixed-
family colonies.

Discussion

The subterranean termite R. flavipes has been extensively
studied in its native North American range (Bulmer et al.,

de

collection point of the colony ‘j” had five alleles at the loci RSI0 and
Rft-1. Workers of the collection points 1 and 2 of the colony ‘K,
those of the collection points 1 and 2 of the colony ‘1" and those of the
collection points 3, 4 and 5 of the colony ‘m’ had five alleles at the
locus Rft-1

2001; Bulmer and Traniello, 2002a; Vargo, 2003a; b; DeHeer
and Vargo, 2004, 2006, 2008; Vargo and Carlson, 2006;
Vargo et al., 2006; DeHeer and Kamble, 2008; Parman and
Vargo, 2008; Vargo and Husseneder, 2009), but to date, only
one study has examined social organization and breeding
system in introduced populations of this economically
important termite species (Dronnet et al., 2005). The present
study investigated the colony genetic structure of a French
population.

The most important result of this study was that 4 of the
13 colonies {(31%) of the St Trojan Forest were mixed
families. An initial explanation for this would be inadver-
tent collection of non-nestmate workers at the same
foraging sites. In this case, however, the same ‘collection
error’ would have occurred at eight collection points,
which seems to be very improbable, especially as particular
care was taken at each collection point to collect workers
from the same tunnel system. Mixed-family colonies could
also be explained by either pleometrosis or colony fusion.
Pleometrosis has never been documented in subterranean
termites and seems very unlikely in Reticulitermes species
(Vargo and Husseneder, 2009). Colony fusion is commonly
assumed to account for mixed-family colonies in subter-
ranean termites and has recently been demonstrated to
occur in R. flavipes (DeHeer and Vargo, 2004, 2008). Thus,
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Table 2 Genetic data of colonies of R. flavipes identified in the 8t Trojan Forest

Colony Family structure Microsatellite analyses Mitochondrial DNA analyses
Nep Ne Max Ng Max Na Na N loci 4+ N sequenced N RELP Haplotype

a Extended 1 20 4 3 1.875 0 1 10 A
b Extended 1 20 4 4 2.250 0 1 10 A
c Extended 4 80 10 4 2,125 0 4 40 A
d Extended 5 100 10 4 2.430 0 5 50 A
e Extended 1 20 3 2 1.625 0 1 10 A
f Extended 3 60 6 3 2.000 0 3 30 A
g Extended 2 40 5 3 2.250 0 2 20 A
h Extended 1 20 8 4 3.250 0 1 10 B
i Extended 1 20 8 4 3.250 0 1 10 B
] Mixed 1 20 9 5 3.250 2 1 10 B
k Mixed 2 40 g 5 3.000 1 2 20 B
1 Mixed 2 40 14 5 3.375 1 2 20 B
m Mixed 5 100 14 5 3.500 1 5 50 B

Nep is the number of collection points constituting each colony; N is the number of workers genotyped at the eight microsatellite loci, Max
Ng is the maximum number of genotypes found at any one locus, Max Na is the maximum number of alleles found at any one locus, Ng is the
average number of alleles over all loci, & loci 44 is the number of loci with more than 4 alleles, N sequenced is the number of sequenced
waorkers for COIl mtDNA region, N RFLP is the number of genotyped workers by RFLP, Haplotype A corresponds to GenBank accession
mumber: EU253889 (Legendre et al., 2008), B corresponds to GenBank accession number: AY027475 (Jenkins et al., 2001)

Table 3 F-statistics and relatedness coefficients (r) for worker nestmates of R. flavipes from the St Trojan Forest and values expected for some possible
breeding systems of termites as derived from computer simulations by Thorne et al. (1999) and Bulmer et al. (2001)

Frr Fer Fre r
Experimental resulis
(1) All colonies (2 = 13) 0.454 (0.345-0.572) 0.403 (0.315-0.514) 0.085 (—0.011-0.207) 0.555 (0.460-0.666)
(2) Extended families of R. flavipes (n = 9) 0.402 (0.218-0.647) 0.370 (0.199-0.583) 0.052 (—0.025-0.172) 0.527 (0.325-0.710)

(3) Mixed-family colonies of R. flavipes (n = 4) 0.194 (0.103-0.296) 0.106 (0.039-0.159) 0.098 (—0.019-0.220) 0.177 (0.099-0.269)

Simulated breeding system

(A) Colonies headed by monogamous reproductive pairs

0 0.25 —0.33 0.50
(B) Colonies with breeding among neotenics
M Nr=2, N, =1, X=1 0.26 0.33 —0.14 0.55
(2) Ny= Ny, = 10, X =3 0.37 038 —0.02 0.56
(3) Ny= 200, N,, = 100, X = 3 033 0.34 0.00 0.50

(C) Inbreeding, then mixing of unrelated workers at collection sites
Ne=Na=10,X=3,p =108 0.37 0.25 0.15 0.36

(D) Pleometrosis

(2) Headed by 2 queens and one king

Ne=N,=10,X=3 0.27 0.29 —0.03 045
(3) headed by 5 queens and 5 kings
Ni=N.=10,X=3 0.10 0.12 —0.02 0.22

Confidence intervals of 3% are shown in parentheses

X the number of generations of production of replacement reproductives within a colony, Nynumber of replacement females produced per generation,
N, number of replacement males produced per generation, p the proportion of workers coming from one of the two nests

the four mixed-family colonies identified in the St Trojan  rate of colony fusion (31%) in St Trojan is the highest ever
Forest are most likely to have resulted from fusion between  observed in a termite population. Even though a large
two or more mature colonies. So far as we are aware, the  number of colonies of R. flavipes collected in many



Colony fusion in an invasive termite

different locations in North America have been studied by
using a genetic approach very similar to that used in this
study, none of the populations had a similar occurrence of
colony fusion (Vargo and Husseneder, 2009). This result
suggests that colony fusion is a phenomenon that occurs
relatively more frequently in introduced populations of
France compared to native populations of North America.

Moreover, it is likely that the proportion of fused colo-
nies was underestimated for two reasons. First, the number
of alleles per locus, which is the only parameter that can
reliably discriminate mixed from extended-family colonies,
seems to be smaller in French populations than in North
American populations (Vargo, 2003a,b; Dronnet et al.,
2004; Vargo and Carlson, 2006; Vargo et al., 2006). A
limited number of alleles per locus could explain why
Dronnet et al. (2005) failed to detect mixed-family colonies
in Paris. The F-statistics and relatedness estimates for the
colonies of Paris appear more consistent with those cal-
culated for our mixed-family colonies than with theoretical
model values predicted for extended-family colonies.
Secondly, simple-family colonies cannot be mistaken for
mixed-family colonies. Thus the risk of overlooking mixed-
family colonies should be higher in populations with
fewer simple-family colonies than in populations with many
simple-family colonies. Since French populations have no
simple-family colonies at all, the risk of underestimation
is high. For these reasons, the real proportion of mixed-
family colonies in the St Trojan population may be much
higher than 31%.

This study also suggests that French colonies have a
better capacity for producing secondary neotenic repro-
ductives than American colonies. Confirming the study of
Dronnet et al. (2005), these results reveal that all colonies
studied in the St Trojan Forest contained numerous related
secondary reproductives (tens or even hundreds) that had
interbred for several generations. These results are cor-
roborated by recent laboratory experiments, which show
that neotenics can differentiate rapidly within orphan
groups of workers collected in the St Trojan Forest (Pichon
et al., 2007; Leniaud, 2008). The presence of numerous
neotenics may also explain the impressive size that French
colonies can reach. In contrast, the majority of North
American colonies {75% on average) are headed by the
founding pair of primary reproductives and do not possess
functional neotenics (Vargo and Husseneder, 2009). Fur-
thermore, the extended-family colonies in North America
(22.2% on average) usually contain relatively few neote-
nics, and those are likely to be the direct offspring of the
primary reproductives (Vargo and Husseneder, 2009).

Why French and American colonies strongly differ in
their capacity to produce functional neotenics remains an
open question. One hypothesis is that a factor that plays a
decisive role in the caste differentiation system of neotenics

in R. flavipes has changed as a consequence of intro-
duction. This hypothesis is supported by several studies on
colonies that were collected outside or at the limit of the
geographical range of R. flavipes. Grace et al. (1989)
reported that an introduced population of R. flavipes in
Toronto (Canada) was composed of large colonies sus-
pected of having numerous neotenics. Populations in
Massachusetts and Nebraska, located at the northern and
western edges of the range of R. flavipes respectively, both
had a majority of colonies containing many neotenics
(Bulmer et al., 2001; DeHeer and Kamble, 2008). This
hypothesis is also supported by results obtained for other
subterranean termites, including Reticulitermes urbis
(Leniaud et al., 2009, 2010) and three Copfotermes species
(Lenz and Barrett, 1982). So far as we are aware, the only
exception is Coprotermes formosanus whose introduced
colonies do not possess a higher number of neotenics
compared to native colonies (Varge and Husseneder,
2009).

The presence of numercus reproductives in French
colonies may explain the high occurrence of colony fusion
observed. Numerous reproductives within colonies allow
spatial expansion of colonies, which in turn can increase
the probability of two colonies meeting and merging. The
role of neotenics in colony fusion is supported by the fact
that, among American populations, those with the highest
proportion of extended-family colonies are also the popu-
lations where there is the highest rate of colony fusion
(Bulmer et al., 2001; DeHeer and Kamble, 2008). Another
characteristic required for colony fusion is the absence of
intraspecific aggression between individuals of the two
parental colonies. Interestingly, aggression between non-
nestmates has never been observed in French populations,
whereas aggression has sometimes been reported between
colonies in North American populations (Clément, 1986,
Shelton and Grace, 1996; Bulmer and Traniello, 2002b).

The high occurrence of mixed-family colonies in St
Trojan poses several questions. The results suggest that
relatedness among colony members is lower in mixed-
family colonies compared to extended-family colonies
(r = 0.177 vs. r = 0.527). Colony fusion, therefore, should
be counter-selected and the frequency of mixed-family
colonies should decrease until extinction within the popu-
lation. Two speculative hypotheses could explain why
mixed-family colonies reach 31% of the St Trojan popu-
lation. Firstly, since the population of St Trojan has been
founded during the seventeenth century at the earliest, this
population has not yet reached its equilibrium. Secondly,
the mixture of unrelated workers confers a selective
advantage to mixed-family colonies allowing them to
prosper within this population. For instance, these results
show that all St Trojan colonies produce numerous neote-
nics, which increases the level of inbreeding within the
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colonies. DeHeer and Vargo (2006) showed that inbreeding
depression may exist in R. flavipes. Colony fusion may,
therefore, actively reduce inbreeding depression by
‘refreshing’ the allele pool within colonies.

While being an evolutionary paradox for kin selection
theory, the presence of colony fusion can also be perceived
as a key to the invasive success. The invasive success of
social insects is thought to be, at least partially, attributable
to changes in social organization (Chapman and Bourke,
2001; Holway et al., 2002). In Hymenoptera, shifts in the
social organization have already been observed, as in the
case of the wasp Vespula germanica (Donovan et al., 1992;
Kasper et al., 2008) and the bumblebee Bombus terrestris
(Buttermore, 1997; Nagamitsu and Yamagishi, 2009). In
ants, change in social organization remains highly contro-
versial since the unicolonial in addition to multicolonial
organization were described in the native range of several
species of ants (Holzer et al., 2006; Pedersen et al., 2006;
Fournier et al., 2009; Orivel et al., 2009; Vogel et al.,
2009). Nevertheless, the only social form observed in all
introduced populations of these ant species seems 1o be
unicoloniality (Morel et al., 1990; Vanloon et al., 1990;
Holway et al., 2002; Tsutsui and Suarez, 2003; Le Breton
et al., 2004; Fournier et al., 2009). The French colonies of
R. flavipes also show major quantitative changes in social
structure and can be compared to supercolonies of ants in
that they allow individuals to mix freely between colonies
(Holldobler and Wilson, 1990; Helanterd et al., 2009). The
phenomenon of colony fusion could be a comparable
mechanism for attaining high worker densities and inter-
specific dominance in the invaded habitat. As proposed in
invasive ants, social organization of colonies could have
evolved after the introduction into new environments, due
to a reduced diversity at recognition alleles through a
genetic bottleneck (Tsutsui et al., 2000) or from a selection
process against less common alleles (Giraud et al., 2002).
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Synthése de ’article 2

Introduction

Des populations introduites deviennent invasives si elles franchissent les trois
barriéres dans leur nouvel environnement correspondant a une barriére géographique,
écologique et reproductive (cf synthese bibliographique p.34). La capacité d'une espece
introduite a passer ces étapes avec succes dépend des caractéristiques biologiques
intrinseques des populations introduites, mais également de certaines caractéristiques
de l'environnement envahi et des communautés indigenes, comme les interactions
complexes existant entre eux (Shea and Chesson 2002). Tout comme la prédation, la
compétition est connue pour étre un mécanisme déterminant dans la persistance et
I'abondance des especes (Gause 1934, Begon et al. 1990). Par conséquent, la nature des
interactions de compétition entre populations indigenes et invasives est un caractere
essentiel a prendre en considération, d’'une part pour comprendre si une espéece invasive
est bien établie dans son nouvel environnement, et d’autre part pour déterminer quelles
sont les caractéristiques qui lui ont permis cet établissement. C’'est dans ce contexte
que le deuxieme objectif de thése a été d’étudier les interactions entre le termite
introduit R. flavipes et une espece de termite autochtone R. grassei.

En France, les populations de R. flavipes sont largement localisées dans les villes
et les zones urbaines et périurbaines. Néanmoins des populations situées en forét sont
également retrouvées de la Vendée a la Charente Maritime. Le long de la cote atlantique
du sud-ouest une autre espece indigene de termite est également présente, R. grassei.
Cette espece indigene est native d’Europe et occupe toute la péninsule ibérique et le Sud
ouest de la France (Kutnik et al. 2004). Les deux especes de termites souterrains

semblent partager la méme niche écologique.

1) Le premier objectif de cette étude a été de localiser une zone de sympatrie,
puis de déterminer la répartition et 'abondance des nids de chaque espece, afin

d’évaluer les pressions de compétition qui existaient entre elles.

2) Nous avons ensuite évalué les différentes caractéristiques biologiques de
chacune, pouvant intervenir dans les mécanismes de compétition : I’agression inter-et

intraspécifique, le systeme de reconnaissance, la dynamique des colonies et leur
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mode de dispersion, ceci a 'aide de tests d’agression, d’'un marqueur chimique (les

hydrocarbures cuticulaires, HCs) et des marqueurs microsatellites.

Synthése des résultats de I'article 2 et discussion

1) Zone de sympatrie et répartition des espéces

Apres avoir récolté 220 points principalement dans la Forét de St Trojan (1900 Ha)
(missions : octobre 2006, 2007, avril 2007 et juin 2008), la cartographie de l'ile d’Oléron
révele que les deux especes, R. flavipes et R. grassei, vivent en sympatrie
uniquement dans le sud de I'ile dans la forét de St Trojan. Le nord de I'lle semble
envahi uniquement par R. flavipes (Figure 14). La récolte dans la forét de St Trojan a mis
en évidence que les deux especes partageaient en grande majorité la méme essence
d’arbre, le pin Pinus pinaster. Aucune association de la répartition de chaque espece avec
un facteur écologique particulier n’a été observée. Les deux especes possédant la méme
niche écologique et la méme ressource, nous pensons raisonnable d’assumer que des
interactions de compétition existent entre elles, ce qui avait été suggéré par Vieau en

2001.

2) Evaluation des caractéristiques biologiques de chaque espéce
Les résultats révelent de nombreuses différences sur les caracteres biologiques

étudiés entre espece indigene et invasive (Tableau 2).

- Agression interspécifique

Les 40 tests d’agression entre les deux especes (4 colonies de chacune) ont montré que
le nombre de morts était significativement plus important chez R. grassei. La dominance
de R. flavipes par le nombre de survivants en situation de compétition avec R. grassei
suggere qu’a chaque rencontre entre des colonies des deux espeéces, R. flavipes pourrait

gagner du territoire et acquérir plus de ressources
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Figure 14. Carte représentant la répartition de R. flavipes et R. grassei sur I'lle d’Oléron (a) et plus

précisément dans la Forét de St Trojan (b) leur zone de sympatrie (source Google Earth).
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- Agression intraspécifique :

Précédemment, il a été suggéré que la période d’essaimage pouvait jouer un role dans le
niveau d’agression intercoloniale chez certains termites du genre Reticulitermes;
I'agression étant plus forte avant (Clément 1978a, Clément al. 2001). Les tests
d’agression intraspécifique ont été effectués avant et apres I'essaimage pour chacune
des especes. Les 20 tests d'agression intercoloniale apres et avant les périodes
d’essaimage ont montré que R. flavipes ne présentait jamais d’agression intercoloniale. A
I'inverse, les 20 tests d’agression chez R. grassei, révelent une agressivité significative
entre colonies avant et apres 'essaimage. Dans la forét de St Trojan, ce manque total
d’agression intraspécifique, observé uniquement chez R. flavipes, signifierait que seul R.
grassei serait soumis a une régulation intraspécifique. Par I'absence des cofits liés a la
territorialité, les colonies du termite introduit peuvent consacrer plus d’énergie a
d’autres activités comme la croissance coloniale, la recherche et la collection de
nourriture.

Chez les populations américaines de R. flavipes, les colonies montrent souvent une
importante ouverture coloniale (Polizzi and Forschler 1998, Bulmer and Traniello
2002), néanmoins des phénomenes d’agression ont déja été observes (Fisher and Gold
2003). Ainsi, ces résultats mettent en évidence que I'absence d’agression entre

colonies de R. flavipes est un caracteére spécifique des populations introduites.

- Analyses des composés cuticulaires :

L’analyse des proportions relatives des HCs de 199 points de récolte (117 pour R
flavipes et 82 pour R. grassei) de la forét de St Trojan montre que les profils chimiques
entre points de récoltes de R. grassei divergent alors que ceux de R. flavipes sont tres
homogenes. Cette homogénéité de la signature chimique observée chez R. flavipes par
rapport a celle de R. grassei dans la forét de St Trojan pourrait étre une des causes
expliquant le manque d’agression intraspécifique de R. flavipes. Une variation chimique
coloniale tres faible au sein de la population de R. flavipes pourrait induire une non

agression des individus issus de colonies différentes.
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R. flavipes R. grassei
compétition
interspécifique . .
P 9 Dominant Subordonné
(R. flavipes vs R.
Interactions inter grassei)
et intraspécifique
compétition . Variable en fonction des
. L g Inexistante .
intraspécifique saisons
Systéeme de Signature \ fh s
y . gnal Homogene Hétérogene
reconnaissance chimique

Systéme de
dispersion et de
reproduction

Taille des colonies
(distance de
fourragement)

Grandes colonies
(au + 600 metres)

Petites colonies
(au + 180 meétres)

Systéme de

69% de familles étendues

89% de familles étendues

reproduction 31% de familles mixtes | 11% de familles simples
Nombre de 10 a 300 reproducteurs 10 a 300 reproducteurs
reproducteurs

dans la colonie

secondaires/ colonies

secondaires/ colonies

Tableau 2. Interactions inter et intraspécifiques et comparaisons du systeme de reconnaissance, de dispersion et

de reproduction entre R. flavipes et R. grassei en zone de sympatrie
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- Taille des colonies et distance de fourragement :

Nous avons montré précédemment (Perdereau et al. Article 1) que R. flavipes
présentaient généralement de vastes colonies dans la forét de St Trojan. L’estimation de
la distance de fourragement montre que les colonies de R. grassei sont significativement
plus petites que celles de R. flavipes a St Trojan. La formation de colonies
géographiquement étendues a déja été observée dans les populations introduites de R.
flavipes (Dronnet et al. 2005), tout comme les colonies plus restreintes de R. grassei en
Europe (DeHeer et al. 2005, Nobre et al. 2008). La formation de larges colonies
présente un avantage, en occupant une surface étendue, les colonies de R. flavipes

limitent I'accessibilité du territoire et des ressources aux colonies de R. grassei.

- Systeme de reproductions et dispersion :

En génotypant, 600 ouvriers de R. grassei (20 ouvriers pour chacun des 30 points de
récoltes) avec 8 marqueurs microsatellites, les analyses du nombre et de la fréquence
des alleles et des génotypes nous ont permis de délimiter 18 colonies dans la forét de St
Trojan. Parmi ces 18 colonies, 2 sont de type famille simple (i.e. famille contenant un
seul couple de reproducteurs), et 16 sont de type famille étendue (i.e. famille contenant
plus de deux reproducteurs secondaires apparentés). Dans I'étude précédente, nous
avons déterminé pour les 13 colonies de R. flavipes de la forét de St Trojan : 9 colonies de
type famille étendue et 4 colonies de type famille mixte (i.e. famille contenant plus de
deux reproducteurs non apparentés) (Perdereau et al. Article 1). Les analyses des F-
statistics et de la relatedness indiquent que les colonies de R. grassei de type famille
étendue contiennent de 10 a 300 reproducteurs secondaires chacune, similairement a ce
qui a pu étre estimé pour les colonies de type famille étendue pour R. flavipes dans
I'Article 1. Ainsi, il apparait que les deux espéces se dispersent, en plus de
I'essaimage, par bourgeonnement au moyen de nombreux néoténiques

(reproducteurs secondaires).

Il est souvent suggéreé que les vastes surfaces de fourragement atteintes dans les
colonies de certaines espéces du genre Reticulitermes seraient dues a la présence de

nombreux reproducteurs néoténiques (Grube and Forschler 2004). Les colonies de R.
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flavipes étant réellement plus vastes, il est possible que les colonies de R. flavipes
contiennent plus de reproducteurs secondaires que les colonies de R. grassei, sans que
nous l'ayons détecté. En effet, méme si le nombre de néoténiques estimé pour les
colonies de R. flavipes et de R. grassei est similaire, il apparait néanmoins peu précis et

tres variable (de 10 a 300 néoténiques par colonie).

Nous n’avons pas détecté de colonies de type famille mixte (colonies issues de
fusion entre colonies) chez R. grassei. Nous ne pouvons pas conclure sur l'éventuelle
présence de ces familles, car la population de R. grassei présente un nombre trop faible
d’alléles par loci (pour déterminer une famille mixte il faut au moins 5 alleles pour un
marqueur). Cependant, la présence de colonie de type famille mixte n'a été détecté
qu’'une seule fois au Portugal chez cette espece (Nobre et al. 2008) et les autres études
des populations frangaises ont déterminé seulement des familles simples et étendues
(DeHeer et al. 2005). La capacité a fusionner observées seulement chez R. flavipes
(Article 1) pourrait étre avantageuse face a R. grassei afin de générer des colonies denses

et spatialement larges.

Cette 2¢me étude révelent que R. flavipes possédent de nombreux avantages
sur 'espece autochtone R. grassei :
- Une supériorité interspécifique
- Une absence de compétition intraspécifique, associée a une homogénéité
chimique
- Des colonies spatialement larges

- Une capacité a fusionner (d’apres I'étude 1)

L’homogénéité de la signature chimique observée chez R. flavipes mérite d’étre plus
amplement étudiée car elle pourrait expliquer le manque d’agression intraspécifique. Le
réle de tous ces caracteres dans le succes invasif de R. flavipes sera rediscuté dans la

derniére partie (Discussion-Conclusion p.211).
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Article 2 : Competition between invasive and indigenous
species: an insular case study of subterranean termites

Soumis a Biological Invasions

Perdereau E., Dedeine F., Christides J-P., Dupont S. and Bagneres A.-G.

IRBI CNRS UMR 6035 Université Francois Rabelais, Faculté des Sciences et Techniques,
Parc de Grandmont, 37200 Tours, France

Abstract

An important requirement for the management of invasive species is to identify the
biological and ecological factors that influence the ability of such species to become
established and spread within a new environment. Although competition being one of
the key to interactions determining the coexistence of species and exclusion, few studies
directly examine the mechanism of competitive interactions within invasive
communities. This study focused on putative competition in an unusual social insect
invader, R. flavipes, an American termite introduced into France, and an indigenous
European termite, R. grassei. We have first characterized and mapped a zone of
sympatry between these two species. Then, we have evaluated the degree of direct and
indirect competition by comparing several life-history traits: behavioural aggression,
chemical recognition and dispersion modes. Interspecific competition revealed that R.
flavipes was dominant over R. grassei. Intraspecific competition was never found in R.
flavipes while it appeared present to varying degrees in R. grassei. These findings
seemed to be correlated with the remarkable chemical homogeneity found in R. flavipes
in comparison with R. grassei. Genetic analyses revealed that R. flavipes foraged over a
greater distance than R. grassei colonies and might suggest a difference in the capacity to
produce secondary reproductives. These findings suggest that R. flavipes has a
significant advantage owing to competitive asymmetry that may enable the species to
become dominant. The interspecific superiority, lack of intraspecific aggression and

large extensive colonies, seem to be ones of the causes of its invasion success.

Keywords: Termite, invasive species, competition, aggression, cuticular hydrocarbon,

dispersion
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Introduction

Much research has been carried out into species that have been introduced outside their
natural range, mainly because such species can become invasive in their new habitat,
causing major economic losses (Pimentel et al. 2005) and often affecting indigenous
ecological communities (Sala et al. 2000). An important requirement for the
management of invasive species is to identify the biological and ecological factors that
influence the ability of such species to become established and spread within their new
environment. To become invasive, a species must pass through three essential stages: (i)
move to a new locality, (ii) establish a viable, reproductively functional population and
(iii) increase demographically and spatially within the invaded area (Kolar and Lodge
2001). The ability of an introduced species to pass through these stages successfully
depends largely on the intrinsic biological characteristics of the species and on certain
attributes of the invaded environment and indigenous communities, as well as on the
complex interactions between the two (Shea and Chesson 2002). For instance, the
presence of parasites, predators or competitors in the new environment may decrease
the probability of newly introduced species becoming established and spreading.
Inversely, competition and predation by invasive species can dramatically alter the

native communities.

As the predation, the competition is known to be a dominant biotic interaction
determining the persistence and abundance of species within ecological communities
(Begon et al. 1990; Gause 1934). According to the “competitive exclusion theory” (Gause
1934; Hardin 1960), two species cannot coexist in a given area if they share a similar,
limited ecological niche. Although competition is often difficult to study, it has been
clearly demonstrated that invasive species may affect indigenous species by competitive
exclusion and niche substitution (Byers 2000; Cheng et al. 2009; Gherardi and Daniels
2004; Holway 1999; McNatty et al. 2009; Petren and Case 1996; Shinen and Morgan
2009). However, it has been shown that indigenous species can sometimes be more
competitive than introduced species (Paini et al. 2008), suggesting that the presence of
an indigenous competitor may slow and perhaps even prevent the spatial and
demographical expansion of invaders. Therefore, the ability of an introduced species to

invade a community may depend on the nature of competitive interactions with



indigenous species. Although several studies have demonstrated a strong effect of
competition between native and invasive species, few studies directly examine the

mechanism of interaction.

Social insects, i.e. ants, bees, wasps (Hymenoptera) and termites (Isoptera), are among
the world’s most successful species at invading new environments (Lowe et al. 2001). In
Hymenoptera, especially ants, invasive success has been attributed to some of their life-
history traits, such as a significant capacity to disperse, polygyny (several queens per
nest), a lack of intraspecific territoriality and a high interspecific competitive ability
(Holway et al. 2002; Moller 1996). In comparison with social Hymenoptera, termites
have received relatively little attention and little is known about the ecology and
population biology of these insects, especially concerning biological invasions (but see
Leniaud et al. 2010). However, these insects could be of interest for testing the potential
role of competition in the biological invasion processes. The most important competitors
of termites are other termites of the same or different species (Korb and Heinze 2008;
Wood and Lee 1971). Competition has been suggested as being an important regulatory
factor in termite populations (Noirot 1959; Thorne and Haverty 1991). Competitive
pressures are expected to be especially high in certain groups of termites such as
subterranean termites (Rhinotermitidae), whose colonies constantly move in response

to disturbance, exhaustion of resources or predation.

Competition in termites can occur by direct interactions between colonies, especially
through aggressive or agonistic behavior that individuals may develop towards intra or
interspecific strangers. Aggressive behavior may occur when individuals of a given
colony attempt to acquire foraging sites or food resources from another colony or when
individuals compete for mates. During nesting or foraging site conflicts, direct
competition by fighting may result with dismemberment, death and consumption of the
competitors (Thorne and Haverty 1991). Termites may also compete indirectly within
the environment through their capacity to disperse, which in turn allows termites to
reach and exploit new nesting and foraging sites (Jones and Trosset 1991). The capacity
to disperse and found new colonies within the environment depends to a great extent on
the nature and number of reproductives produced by colonies (Vargo and Husseneder

2009). Two types of reproductives can coexist within colonies. Primary reproductives
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(alates) are winged individuals that swarm in monogamous pairs from their native
colonies to found new colonies. This results in simple-family colonies, that include one
queen, one king and their sterile progeny. Because alates can fly, this method for
founding new colonies can result in dispersion within the environment (Thorne et al.
1999). Secondary reproductives (neotenics) are non-winged individuals that replace or
supplement the primary reproductives within colonies. Colonies with multiple neotenics
can grow and expand rapidly, forming populous nests that become spatially diffuse

networks of interconnected reproductive centers (Grube and Forschler 2004).

This study analyzed competition between two French subterranean termite species of
the genus Reticulitermes, one indigenous and one invasive. The indigenous species, R.
grassei, is native to Europe and is found throughout the Iberian peninsula and in the
south west of France (Kutnik et al. 2004). The second species, originally described as R.
santonensis in France, has been proved to be the North American species R. flavipes,
which has been introduced into several countries including Chile, Germany and France
(Clément et al. 2001). In France, R. flavipes is currently one of the most abundant and
destructive species in urban areas (Dronnet et al. 2005; Vieau 2001) but its distribution
in forests appears limited to certain areas of the west coast (Vieau 2001). It has been
recently demonstrated that R. flavipes colonies in the Ile d’Oléron of the west coast of
France have a particular type of social organization with numerous secondary
reproductives and sometimes fused colonies (Dronnet et al. 2005; Perdereau et al. in
press). Previous studies revealed that the indigenous termite R. grassei was found in
certain forests of the Atlantic coast, suggesting that the two species could coexist
(Clément 1977; Vieau 2001). Although little is known about the ecology of subterranean
termites, it is believed that R. flavipes and R. grassei may have similar ecological niches.
As for all subterranean termites, both species have cryptic nesting habits and form
extensive, complex colonies with diffuse nests and multiple feeding sites connected by
underground tunnels. Therefore, these termite species might constitute an appropriate

biological model system for studying competition.

The first aim of this study was to identify whether R. grassei coexist with R. flavipes in
the island and whether there may be competition between them. The spatial distribution

and abundance of both species were mapped precisely. The second aim was to



determine the behavioral and reproductive attributes of the two interacting species in
order to evaluate the competitive pressure that each species might potentially apply to
the other. Firstly, the aggression level within and between the two species was
measured. Previous experiments had been carried out confronting Reticulitermes
colonies directly in Petri dishes (Clément 1986) but this experimental method could not
reflect the aggression that could occur in the wild (Cornelius and Osbrink 2009;
Messenger and Su 2005). A new experimental setup was, therefore, developed that was
probably closer to natural conditions. Secondly, the recognition system of both species
was studied by determining the chemical signature (cuticular hydrocarbons, CHs) of
each termite sample, CHs being well known to play a major role in the recognition
system of social insects (Bagneres et al. 1991; Blomquist and Bagneres 2010; Howard
and Blomquist 2005). Finally, as a previous studies had investigated the breeding
structure of the R. flavipes colonies in the Ile d’'Oléron (Dronnet et al. 2005; Perdereau et
al. in press), the breeding structure of the indigenous termite R. grassei was determined
by genotyping termite individuals with several polymorphic microsatellite loci. Overall,
the results obtained in this study constitute the first attempt to determine the

importance of competition in the invasive success of an introduced species of termite.

Materials and methods

Collection of termite samples

Termite samples were collected from the two largest forests on the Ile d’Oléron
(Charente-Maritime, France): St Trojan (1900 Ha) in the south and Les Saumonards
(670 Ha) in the north. These forests are mainly pine trees (Pinus pinaster), which cover
more than 80% of the area. The samples were collected in October 2006, October 2007,
April 2007 and June 2008. Termite samples were collected from wood fragments or tree
stumps. At least thirty workers were taken from each collection point and placed alive in
plastic vials. All potential termite foraging sites around each collection point (radius of
10 meters) were carefully inspected for the presence of other collection points. The
location of 220 collection points was recorded by using a GPS unit (ArpentGIS). The GPS
coordinates were then transcribed into a GIS software to generate a map (ArpentGIS and

Quantum GIS v.1.0.0 ‘Kore’). All samples were examined on the day of collection to
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determine the species of termite (R. flavipes or R. grassei). Species determination was
based on the morphology of the clypeus of workers as described by Clément et al.
(2001). Twenty living workers were then taken for cuticular hydrocarbon analyses and

then stored in 96% ethanol at 4°C until DNA extraction.

Inter-colonial aggression tests

Experiments were performed on 4 colonies of each species (Rf1’, Rf2’, Rf3’, Rf4’, Rgl,
Rg2, Rg3 and Rg4) to determine the impact of aggression during intraspecific and
interspecific interactions and food competition ). As the swarming period plays a role in
the level of aggression (Clément 1978), two sets of tests were carried out, one using 4
colonies collected before (Rf1’, Rf2’, Rgl and Rg2) and one using 4 colonies collected
after the swarming period (Rf3’, Rf4’, Rg3 and Rg4). These 8 colonies from the St Trojan
Forest (Ile d’Oléron) were collected one month before the behavioral tests. The
experiment comprised a central arena (plastic box of 60x45x50 mm) containing
Fontainebleau sand and a piece of pinus wood, connected at each end by a Tygon® tube
to a micro-nest (plastic box of 90x60x50 mm). The termites were allowed 24 hours to
become used to the micro-nest. The termites from one micro-nest were dyed using filter
paper impregnated with Nile blue (200 ppm) to differentiate them and then, each nest
was connected to the central arena to start the aggression tests. Each micro-nest
contained 50 termites and the proportion of castes was the same as in the original
colony, always with a majority of workers (80%). After 24 hours, the total number of
dead individuals was recorded. Five replicates were carried out for each encounter and
encounters between two micro-nests from the same colony were used as control tests.
The overall experiment included 60 encounters between colonies and 40 control
encounters. The differences in the numbers of dead termites at the end of the
experiments were evaluated using Mann-Whitney U tests or t test using RGui v.2.2.0

(Ihaka and Gentleman 1996).

Extraction and Chemical Analysis of Cuticular Hydrocarbons

For each collection point, the cuticular hydrocarbons were extracted from a pool of

twenty workers using 200 pl of pentane and 10 pl of 107 g/ml of n-eicosane (n-C20) as



internal standard. 2 pl of this solution was analyzed by GC using a Delsi Nermag DN 200
GLC with a flame ionization detector (FID) and a fused silica capillary column CP Sil 5
(WCOT) Chrompack (ID 0.25 mm x 25 m x 0.12 pum). The injection mode was splitless
(15 sec) and the carrier gas was helium (2 bars). The temperature program was from
70°C to 150°C at 30°C/min and 150°C (isothermal 5 min) to 320°C at 5°C/min.
Compound identification was based on previous analyses of cuticular hydrocarbons by
coupled GC-MS (Bagneéres et al. 1990; Bagneres et al. 1991; Vauchot et al. 1996). For the
analysis of the hydrocarbon profiles, the areas of 18 peaks for R. flavipes and 32 peaks
for R. grassei were integrated using the Varian Galaxie system, and the relative
proportion of each peak was then calculated. To visualize the chemical relationships
between collection points, relative proportions were submitted to principal component
analysis (PCA) using STATGRAPHICS v.4.0 (StatPoint, Inc, Herndon, VA, USA) and
UNIWIN PLUS v.3.0 (SIGMA PLUS, Levallois-Perret, France). These analyses identified

the two species unambiguously.

Genotype Analyses of R. grassei samples

Twenty R. grassei workers from each of the 30 collection points were genotyped at six
microsatellite loci. We used five microsatellite loci developed from R. flavipes (Rf21-1,
Rf15-2, Rf24-2, RS76, RS1) (Dronnet et al. 2004; Vargo 2000) and one locus (Rs0Z2) from
the Japanese species R. speratus (Hayashi et al. 2002). Genomic DNA was extracted by
standard phenol-chloroform purification (Sambrook et al. 1989). Polymerase chain
reaction (PCR) amplifications were performed using Multiplex PCR Kit (QIAGEN®)
according to the manufacturer’s instructions. Multiplex reactions were performed with
the following couples and final primer concentrations: RS1 and Rf 21-1 at 50 nM, RS76
and Rf 15-2 at 50 nM and Rs0Z and Rf 24-2 at 40 nM and 50 nM respectively. PCR
products were separated and analyzed as described by Dronnet et al. (2004) and

DeHeer et al. (2005).

Colony identification and boundary.

Genetic data analyses were first carried out to determine whether collection points

belonged to the same colony. Genotypic frequencies were compared between all pairs of
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collection points using a log-likelihood (G)-based differentiation test from the GENEPOP
software package on the Web (Raymond and Rousset 1995). The overall significance
was determined using Fisher’s combined probability test. A Bonferroni correction was
applied to account for multiple comparisons. Samples from two collection points were
considered to belong to different colonies if genotypic differentiation was statistically
significant (DeHeer and Vargo 2004; Dronnet et al. 2005; Vargo 2003). After defining
colony boundaries, the linkage disequilibrium was estimated using Fstat v.2.9.3.2
(Goudet 1995) to avoid any problems that might occur from non independent genotypes

within colonies.

Reproductives and breeding structure.

The breeding structure of each colony was investigated using the GENEPOP software
package (Raymond and Rousset 1995). Colonies were classified as “simple-family”,
“extended-family” or “mixed-family” colonies by comparing the worker genotypes
observed in the colonies with the expected genotypes according to the standard criteria
for the respective termite family structures (Bulmer et al. 2001; DeHeer and Vargo
2004; Vargo 2003). Colonies were classified (i) as simple-family colonies when worker
genotypes were consistent with direct offspring of a single pair of reproductives, (ii) as
extended-family colonies when worker genotype distribution was not consistent with a
single pair of reproductives (e.g. more than four genotypes at a locus or three or more
homozygote genotypes), or genotype frequencies deviating significantly from those
expected in simple-family colonies, or (iii) as mixed-family colonies when more than
four alleles were found at a locus consistent with colonies having more than two
unrelated reproductives. In order to determine the genetic structure of R. grassei
colonies, the colony-level F-statistics (Weir and Cockerham 1984) and the coefficient of
relatedness (r) were estimated (Queller and Goodnight 1989) using Fstat v.2.9.3.2
(Goudet 1995). The results were compared to the termite-breeding structure models
proposed by Thorne et al. (1999) and Bulmer et al. (2001) in which the different
variation components are classified as individual (I), colony (C) and total (T). Fit is the
coefficient of inbreeding for individuals relative to the total population, Fcr is the genetic
differentiation between colonies and Fic is the coefficient of inbreeding for individuals

within colonies and provides information on the number of reproductives and



relatedness between them. As the number of reproductives increases, Fic approaches
zero and can become positive if there is mating among multiple reproductives within
colonies or if workers come from genetically differentiated colonies that have either
fused together or share foraging tunnels. The significance of the F-statistics was
assessed from the 95% confidence intervals by bootstrapping over loci, with 1000
replications, with probability a = 0.05 that their confidence limits did not overlap zero.

Fstat was also used to estimate the gene diversity (Nei 1987).

Results

Spatial distribution and abundance of R. flavipes and R. grassei

199 termite samples were collected in the St Trojan forest in the south of the island.
Based on the morphology of the clypeus and the profile of cuticular hydrocarbons, 117
samples were unambiguously identified as R. flavipes and the other 82 samples were R.
grassei. The results clearly showed that the two species have a different spatial
distribution in this forest (Fig. 1). R. flavipes is prevalent in the northern part of the
forest whereas R. grassei is more abundant in the south. Although the distribution of the
two species is different, these results showed several contact zones where colonies of
the two species were close to each other, sometimes separated by only a few meters
(Fig. 1). These observations also suggest that both species apparently have the same
wood preferences because most of the termite samples of both species were collected on
pine trees, Pinus pinaster (99% of collection points for R. flavipes and 95% of collection
points for R. grassei). The rest of the samples were collected on oak (Quercus ilex) or
poplar (Populus sp.). Relatively fewer termite samples were found in the Les
Saumonards forest in the north of the island. Only 21 termite nests were found in this
part of the island and all of them were identified as R. flavipes. This result confirms
previous study (Dronnet et al. 2005) and our recent observations, which all suggest that

R. flavipes is the only termite species living outside the St Trojan forest.
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Inter-colonial aggression tests

The intra-specific tests of R. grassei showed a high level of aggression before swarming:
the average number of dead individuals was significantly higher than the control tests
for the 2 colonies before swarming, while after swarming, no significant aggression was
observed (see Fig. 2a for details). The intraspecific tests of R. flavipes showed no
aggression either before or after the swarming period (Fig. 2b). Interspecific interaction
tests revealed that encounters were not consistently followed by agonistic behavior.
However, when agonistic behavior occurred, R. flavipes was always the clear vanquisher,
as measured by the number of survivors, both before and after the swarming period.
The average of number of deaths was 13 +7.9 for R. flavipes against 24 +16 for R. grassei

(t test with Welch correction, t = 3.985, P = 0.0002) (see Fig. 3a and b for details).

Chemical analysis of R. grassei and R. flavipes Cuticular Hydrocarbons

These results discriminated samples of the two species unambiguously and confirmed
morphological determination in all cases. The chemical signatures of the 117 worker
pools for R. flavipes and the 82 for R. grassei were quantified. Principal component
analysis of the chemical differences revealed that the first two principal components,
PC-I and PC-II, accounted for 92% of the total chemical variation (Fig. 4). The first axis
accounted for most of the variations (90.6%) and clearly separated R. grassei and R.
flavipes collection points. The second axis accounted for 1.40% of the variation and
explained the chemical variation within each species. In the multivariate space, there
was little chemical variation between the collection points of R. flavipes, with no clear
distinction between them. However, the chemical variation between the collection

points of R. grassei was high and extended throughout the whole of the second axis.
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Fig. 2. Results of intraspecific pairings for R. grassei (a) and R. flavipes (b) during and

after the swarming period. Histogram bars show the average number of deaths for each

test after 24 hours. Significant results of Mann & Whitney tests for R. grassei ; Rg1xRg2,
U =0, P=0.0007 and Rg2xRgl; U = 0, P = 0.0007. None of the Mann & Whitney test

results were significant for R. flavipes
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Fig. 3. Results of interspecific pairings between R. grassei and R. flavipes during the

swarming period (a) and after (b). Histogram bars show the average number of deaths

for each test after 24 hours. Significant results of Mann & Whitney tests (average

number of dead individuals + SD); Rf1’-Rg1, U = 0.5, P = 0.0081 (18.4 + 3.4 vs. 32.8 + 9.6
deaths); Rf1’-Rg2, U=1, P=0.0159 (18.6 + 6.4 vs. 42.6 + 12.7 deaths); Rf2’-Rg2, U = 2.5,
P =0.0469 (14.4 + 12.3 vs. 30.2 + 11.4 deaths); Rf4’-Rg3, U =0, P = 0.0079 (9.6 £ 2.1 vs.
34 + 13.7 deaths); Rf4’-Rg4,U =1, P=0.0211 (14.2 + 2.7 vs. 24 £+ 7.6 deaths)
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Breeding structure of R. grassei colonies

Identification of R. grassei colonies and determination of the breeding system.

The six microsatellite loci had an average of 2.3 alleles per locus (range 2-3) with an
expected average heterozygosity of 0.26 (range 0.09-0.33). The values of these
parameters were significantly lower than those calculated for the populations of R.
grassei in the south west of France (0.48) (DeHeer et al. 2005). None of the loci showed
consistent patterns of linkage disequilibrium. Exact tests of genotypic differentiation
grouped the 30 collection points into 18 colonies (Fig. 5). 13 of these colonies were
constituted to only one collection point and the five remaining colonies were found at 2,
3 or 5 collection points. Among these 18 colonies, two were classified as simple-family
colonies based on the number of genotypes per colony (indicated by the symbol “*”, Fig.
5). The 16 remaining colonies were classified as extended because three colonies had
more than 4 genotypes for at least one locus and 13 colonies had genotypes consistent
with simple-family colonies but their distribution was significantly different from what
would be expected for workers that were the offspring of a pair of reproductives (G-test
across all loci, P < 0.05). This finding indicated that these 16 colonies contained
secondary reproductives in addition to the couple of primary reproductives. 89% of R.
grassei colonies, therefore, had an extended-family structure and 11% had a simple-
family structure. The colony structure of R. grassei is compared with that of R. flavipes

(Perdereau et al. in press) in Table 1.

Relatedness and F-statistics estimations of R. grassei.

The extended-family structure of the 16 R. grassei colonies was confirmed by the values
of relatedness and F-statistics. The F-statistics and the relatedness were consistent with
those expected for colonies with 10 to 300 neotenics over 3 generations (Fir = 0.451,
95% CI = 0.307-0.595; Fcr = 0.373, 95% CI = 0.301-0.420; Fic = 0.124, 95% CI = -0.031-
0.311; r = 0.515). These values for the 2 colonies classified as simple-family were not
consistent with those expected for simple-family colonies (Fit = 0.678, 95% CI = 0.274-
0.918; Fcr = 0.706, 95% CI = 0.326-0.926; Fic = -0.095, 95% CI = -0.229-0.065; r = 0.842).

This could be due to the small number of this type of colony in the population studied. In
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comparison with the values previously estimated for R. flavipes in the St Trojan forest, F-
statistics and relatedness of extended-family colonies appeared similar (Fir = 0.402,
95% CI = 0.218-0.647; Fcr = 0.370, 95% CI = 0.199-0.583; Fic = 0.052, 95% CI = -0.025-
0.172; r=0.527) (Perdereau et al. in press).

Estimation of foraging colony distance of R. grassei and R. flavipes.

Once boundaries of colonies determined, the distance between the most distant points
composing each colony has been measured using the GPS software (ArpentGIS) in order
to estimate the foraging colony distance for each colony. Colonies from a single
collection point were assumed to forage at a distance of 1 meter (Vargo and Husseneder
2009). The average estimated of foraging distance for the 18 R. grassei colonies is to
14.44 *11 meters. Colonies of R. flavipes collected in St Trojan appeared to be more
widely spread, the average of foraging distance for R. flavipes colonies (114.62 = 47
meters) was significantly greater than the one of R. grassei colonies (Mann & Whitney

Test, U=67, P=0.023).

Table 1. Family composition of colonies, mean number of alleles (Na) and gene diversity
(Hs) of R. grassei and R. flavipes in St Trojan Forest in comparison with R. flavipes (Perdereau

etal. 2010)

Type of colony structure
. Nb Nb Nb simple- Nb extended- Nb mixed-
Species Na Hs . . . .
samples colonies family family family
R. grassei 2.3 2 16
(this study) (x0.5) 0.261 30 18 (11%) (89%) 0
R. flavipes 49 9 4
I()l;zls‘;i)ereau etal.in (£15) 0.381 29 13 0 (69%) (31%)
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Fig. 5. Spatial distribution of R. grassei collection points subjected to genetic analyses

and the distribution of R. flavipes collection points previously analyzed by Perdereau et

al. (in press). Continuous lines surround collection points that belong to the same colony

for R. grassei and discontinuous lines surround collection points that belong to the same

colony for R. flavipes. Colonies used for behavioral tests have a reference number: 1, 2, 3

and 4 for R. grassei and 1’, 2’, 3’ and 4’ for R. flavipes. The type of family structure is

indicated by symbols: “*” indicates simple-family colonies, “#” indicates mixed-family

colonies and no symbol indicates extended-family colonies.
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Discussion

The first result of this study was that the two species, R. grassei (indigenous) and R.
flavipes (invasive), live sympatrically in the St Trojan forest in the south of the Ile
d’Oléron and that the rest of the island seems to be infested only by R. flavipes. So far as
we are aware, it is not known which was the first species to become established on the
island. However, on the continent it has been assumed that R. flavipes was introduced at
the end of the 17t or during the 18t century on the Atlantic coast, and R. grassei
colonization progressed gradually from the Iberian Peninsula towards the north of the
Atlantic coast after the last ice age (Kutnik et al. 2004). Several hypotheses may explain
the current spatial distribution of two species. The first hypothesis is that there was no
competition between the two species and that their distributions are independent one
from the other. However, if there were competition between species, it could be
postulated that R. grassei was the first to become established on the island and that R.
flavipes gradually invaded the island from north to south after it was introduced,
pushing back the indigenous population. Another hypothesis is that R. grassei became
established in the south of the island after R. flavipes, pushing the introduced termites
northward. The last hypothesis is that both species arrived at approximately the same
time and spread through the island until they met, creating front lines of conflict.
Detailed phylogeographical studies at different geographical scales will be necessary to

find out what actually happened.

In focusing particularly on the conflict area in St Trojan forest, the two species are very
likely to meet and appear to have a similar ecological role in consuming in mostly pine
wood. Consequently, it is reasonable to presume that interspecific competition occurred
between these two species as has been already suggested in a previous study (Vieau
1993). The various features studied - competition, chemical variations, colony dynamic
and dispersion mode -reveal clear competitive asymmetry between the two species of

termite, the invasive species prevailing.

Studies of direct competition between the two species have shown that, in case of
aggression, R. flavipes was always the vanquisher. Greater competitive ability is one of

the characteristics often cited in the literature as being essential to the success of



invasive species (Holway and Suarez 1999). The fighting capacity of R. flavipes, may
enable the species to increase its territory and reduce the number of R. grassei colonies.
According to previous studies (Clément 1978; Clément 1986; Grace 1996), intraspecific
aggression between R. grassei colonies occurred before the swarming period and that R.
flavipes always tolerated individuals from other colonies. This suggests that only R.
grassei colonies are subject to intraspecific regulation. By reducing the costs associated
with territoriality, R. flavipes colonies may increase the number of workers and extend
other activities such as wood resource exploitation and foraging.

The lack of intraspecific aggression observed in this study may be strongly related to the
colonial fusion capacity previously demonstrated in R. flavipes populations (Perdereau
et al. in press). The absence of aggression is well documented in invasive ant species and
is associated with their invasive success, favoring the formation of supercolonies
characterized by a free individual mix between nests (Bourke and Francks 1995;
Fournier et al. 2009; Holway et al. 1998; Le Breton et al. 2004). Several authors have
also argued that lack of intraspecific aggression is a derived trait that develops after
introduction into new environments as a result of a reduced variability of cuticular
hydrocarbon profiles (Brandt et al. 2009; Giraud et al. 2002; Suarez et al. 2002). As for
invasive ants, the small variation observed in the chemical profiles of invasive
populations of R. flavipes in comparison to those of R. grassei in similar geographical
areas, as well as native populations of R. flavipes (unpublished works), could be one of
the causes of the lack of intra-specific aggression observed in all invasive populations of
R. flavipes. On the other hand, the diversity in the colonial chemical signatures of R.
grassei could explain its behavioral diversity as shown in other social insects (Lalzar et
al. 2010; Lorenzi et al. 1997). However, more information is required to correlate the

agonistic behavior with the cuticular chemistry.

Comparison of the breeding structure between R. grassei and R. flavipes revealed
similarities and disparities in the dispersion mode and foraging range. In both cases,
dispersion seems to be by nondispersive reproductives in addition to the single pair of
primaries. The colonies of R. flavipes forage on a more long distance than the R. grassei
colonies. Interestingly, one of R. flavipes colonies of St Trojan was the most large never
described (nearly 600 meters) (Perdereau et al. in press). It has been suggested that the

extensive foraging distances of some subterranean termites species can be achieved by
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the presence of multiple neotenic reproductives (Grube and Forschler 2004; Leniaud et
al. 2009). However, results have shown that both species usually appear to have
colonies headed by a similar large number of related secondary reproductives
(extended-family). As the number of neotenics estimated for the two species is not very
accurate, varying from 10 to 300 neotenics over three generations, it is possible that R.
flavipes colonies contain more functional neotenics than R. grassei colonies. On the other
hand, other mechanisms may explain why R. flavipes colonies are spatially more widely
spread. The effect of interspecific and/or intraspecific territoriality might also explain
the more limited foraging distances observed in R. grassei. Another non-exclusive
explanation could be that mixed-family colonies, found only in R. flavipes, result from the
fusion of two or more colonies into a single colony (Perdereau et al. in press) and may

lead to the formation of more extensive colonies.

The origin of the different social forms in termite populations is still unclear. Some
authors have suggested that the different modes of organization represent different
stages of colony growth and development and that the simple-family structure (only the
couple of primary reproductives) is the first stage (Bulmer et al. 2001). In this study, as
well as in previous works (DeHeer et al. 2005; Nobre et al. 2008), simple-family colonies
were found within R. grassei colonies, while simple-family colonies of R. flavipes have
never been found in France (Dronnet et al. 2005; Perdereau et al. in press). This could
suggest that functional neotenic differentiation in introduced colonies of R. flavipes may
be more rapid than in R. grassei colonies. Interestingly, this strong capacity for
producing secondary reproductives have already been supposed in comparison with the
native American colonies of R. flavipes (Perdereau et al. in press). A recent study on
orphan groups of workers from the Ile d’'Oléron (Leniaud 2008) has demonstrated that,
more neotenics were differentiated in R. flavipes than in R. grassei over the same period.
The great potential in R. flavipes colonies of attaining a large number of functional
neotenics, would be a significant factor in favoring colony growth and development. The
spatial and reproductive differences observed between the two species studied might
illustrate different strategies for exploiting resources and colonization, R. flavipes
encouraging population growth and dispersal and R. grassei concentrating on population

persistence.



These findings showed that the invasive species, R. flavipes, has attributes that should
enable it to become ecologically and numerically dominant, such as the formation of
expansive colonies, the lack of intraspecific aggression and interspecific superiority.
Because these social attributes seem to be similar to those explaining the invasive
success of other social insects (Moller 1996), it appears that the R. flavipes population is
well established on the Ile d’Oléron. Even though the presence of R. grassei has probably
prevented R. flavipes spreading as fast as it would have done had the ecological niche
been vacant, R. flavipes seems to have the advantage of spreading by competitive
asymmetry. It is, therefore, probable that R. flavipes populations will displace the
indigenous termite populations in long-term where their geographic ranges overlap in

forests or in towns.

This study provides additional experimental information on the competitive interactions
between invasive and indigenous species. It defined the invasive attributes of the
introduced termite R. flavipes and showed that it presents a serious threat to native
termites by competitive asymmetry. Progress in this area of research is important to
predict future invasions and manage current invasions. The populations will need to be

monitored for several years to test this last hypothesis.
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Etude 3 : Variations chimiques entre les populations de R. flavipes

Synthese de I'article 3

Introduction

Chez les insectes et tous particulierement chez les sociaux, il est admis que les
hydrocarbures cuticulaires (HCs) ont un réle prédominant dans la reconnaissance entre
especes, entre colonies et entre les différentes castes au sein de la colonie (Blomquist
and Bagneéres 2010). En comparant leurs profils d’'HCs, les membres d’une colonie sont
capables de distinguer des individus provenant de colonies différentes, sur la base de
variations quantitatives, et d’especes différentes, par des variations qualitatives
(Bagneres et al. 1991, Howard and Blomquist 2005). Ces différences de profils
chimiques peuvent étre suivies d’'un comportement agressif (King 1973, Howard and
Blomquist 1982). Les résultats de I’Article 2 ont montré que les colonies des populations
introduites de R. flavipes ne présentaient aucune agression, que ce soit avant ou apres
I'essaimage, mais également une tres faible variation des profils HCs face a celle des
populations de R. grassei. De ce fait, étudier les variations des HCs entre les
populations introduites et natives apparait essentiel pour savoir si cette

homogénéité chimique résulte de I'introduction.

Par ailleurs, les HCs ont été de nombreuses fois utilisées comme outil de
chemosystématique (Bagneres and Wicker-Thomas 2010). La chemotaxonomie a été
largement employée et prouvée congruente avec des marqueurs moléculaires dans de
nombreux genre de termites et particulierement chez les Rhinotermitidae (Clément et
al. 1985, Bagneéres et al. 1988 et 1990, Kaib et al. 1991, Haverty et al. 1999). Les
composés défensifs contenus dans la téte des soldats ont également été utilisés comme
outil taxonomique, souvent en association avec les HCs (Bagneéres et al. 1990, Haverty et
al. 1996, Haverty and Nelson 1997, Clément et al. 2001, Nelson et al. 2001, Quintana et
al. 2003, Nelson et al. 2008). De plus, ils sont d’'un grand intérét depuis que leur réle
dans la différenciation des castes a été démontré (Tarver et al. 2009). Méme si de
nombreuses études ont analysées les HCs et les composés défensifs pour identifier et
différencier les especes dans la famille des Rhinotermitidae, tres peu se sont intéressées
aux variations intraspécifiques des HCs et encore moins dans un contexte d’invasion
biologique. Ainsi, nous nous sommes intéressés a identifier les variations
chimiques des populations de R. flavipes entre I'aire native et I'aire d’introduction.
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Résultats

Cette étude a ainsi fait I'objet de 2 missions aux USA, une en Floride en avril 2008
et une en Louisiane en mars 2009. Nous avons analysé les HCs et les composés défensifs
des soldats de trois populations introduites en France, 3 populations provenant de
Floride et 3 populations de Louisiane. Concernant les substances défensives des soldats,
il semble important de rappeler ici que deux précédentes études (Bagneres et al. 1990,
Nelson et al. 2001) sur ces substances dans les populations francaises et américaines
(Annexe 3), ont mis en évidence I'existence d’'un seul phénotype en France mais de tres
nombreux phénotypes dans les populations américaines (Bagneres et al. 1990, Nelson et
al. 2001). Le phénotype des populations francaises différait des autres phénotypes

américains de R. flavipes par 'absence du y-cadinene et de son aldéhyde.

Trois questions ont été posées :

1) Est-ce que la diversité chimique entre et au sein des populations introduites en
France est plus faible que celles observées entre et au sein des populations de Floride

et de Louisiane ?

2) Est-ce que les variations des HCs peuvent discriminer les différentes populations et

les localités étudiées ?

3) Est-ce que des degrés de similarités chimiques (HCs et composés défensifs des

soldats) sont observables entre les populations frangaises et américaines ?

Syntheése des résultats de I'article 3 et discussion

1) L’analyse des hydrocarbures cuticulaires de 71 points de récoltes (12 en Floride, 16
en Louisiane et 43 en France), montre que les populations francaises et américaines
partagent les mémes 18 composés chimiques précédemment définis dans Bagneéres et al.
1990. Le calcul des distances chimiques (distance Euclidienne et distance de Nei)
montre que les populations francaises ont wune diversité chimique
significativement plus faible que les populations de Floride et de Louisiane, malgré

un effort d’échantillonnage supérieur en France.



Etude 3 : Variations chimiques entre les populations de R. flavipes

Au niveau des variations chimiques intra-populationnelles, l'analyse en
composante principale montre que les variations des HCs au sein de chaque
population introduite sont trés réduites. Plus précisément, les profils cuticulaires
entre points de récolte au sein des populations introduites de R. flavipes présentent une
importante uniformité tandis que les profils au sein des populations natives divergent.
Méme si ce résultat n’est pas significatif, deux populations francaises (Olonnes et
Oléron) se situent sur une zone géographique plus vaste avec une quantité de points de
récolte analysée plus importante que les populations américaines. Cette non
significativité est probablement du a un échantillonnage insuffisant dans les populations
américaines par la difficulté a trouver de nombreux points de récolte dans les foréts
américaines. Ceci en grande partie, car R. flavipes vit en sympatrie avec trois autres
especes non distinguables morphologiquement (R. hageni, R. malletei et R. virginicus).
Néanmoins, ce résultat souleve de nombreuses hypothéses quant aux causes et

conséquences de cette homogénéité chimique.

2) L’analyse discriminante révele que les HCs reflétent bien les variations géographiques
des populations. En effet, les populations se discriminent significativement les unes des
autres ainsi qu’entre les différentes localités géographiques (France, Louisiane et

Floride).

3) Les analyses des profils et de la variabilité chimique des HCs, au sein des populations
de R. flavipes introduites en France et des populations du Sud des USA, montrent que les
populations francaises possedent des profils plus proches des populations

louisianaises que des populations de Floride.

Parmi les 6 phénotypes des substances défensives des soldats identifiés, un
phénotype encore inconnu, contenant seulement des monoterpenes, est retrouvé a la

fois au sein des populations frangaises et des populations louisianaises.

Cette 3éme é¢tude montre que les populations introduites en France possedent
une diversité chimique plus faible que celle observées dans les populations
américaines. Deux événements peuvent étre associées a cette baisse de diversité

chimique, soit qu’elle est apparue a la suite de l'introduction dans le nouvel
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Résultats

environnement, ou soit que les populations frangaises seraient originaires d'une méme
source géographique, spatialement restreinte. Cette étude confirme également qu’'une
homogénéité chimique regne au sein de chaque population introduite. Nous avons
également trouvé que les populations introduites étaient chimiquement plus proches
des populations louisianaises que celles de Floride, suggérant I’état de Louisiane
comme possible origine des populations introduites. Cependant la détermination de
la signature chimique n’étant pas encore bien connue, il semble nécessaire de vérifier
ces résultats a l'aide de marqueurs génétiques. Les résultats de cette étude seront

rediscutés dans la partie III « Discussion-Conclusion » (p.211).



Article 3 : Intraspecific chemical variations within introduced
and native populations of the subterranean termite R.

avipes

Soumis a Journal of Chemical Ecology

Perdereau E., Dedeine F., Christides ].-P. and Bagneres A.-G.

L.LR.B.I. CNRS UMR 6035 Université Francois Rabelais, Faculté des Sciences et

Techniques, Parc de Grandmont, 37200 Tours, France

Abstract

In social insects, cuticular hydrocarbons (CHCs) play a central role for nestmate
recognition. These lipid components have also proved to be useful to identify species
and differentiate populations. Here, we compared the levels of chemical variations
within and between introduced (French) and native populations (North American) of
the urban pest termite, Reticulitermes flavipes. We analyzed the CHC profiles of workers
as well as the soldier defensive secretions (SDSs) from colonies collected in nine
populations of Louisiana, Florida and France. Discriminant analyses revealed that both
localities and populations can be distinguished on the basis of CHC variations. Principal
component analyses of CHC profiles as well as the calculation of two distance
parameters (Nei and Euclidean) globally revealed a remarkable chemical homogeneity
within and between French populations. Our analyses also showed that the CHC profiles
of French populations were more similar to termite populations from Louisiana than
Florida. In addition, out of the six distinct SDS chemotypes, one was common to French
and Louisiana populations. The possible Louisiana origin of French populations rather
than Florida, and the potential causes and consequences of chemical homogeneity

within introduced populations are discussed.

Key Words : Invasive species, Cuticular hydrocarbons, Defensive secretions, R. flavipes.
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Introduction

Many arthropods possess hydrocarbons on the surface of their cuticle (i.e., cuticular
hydrocarbons or CHCs). Although the primary function of these lipid components is
protection against desiccation (Gibbs et al. 1998), numerous studies have demonstrated
that CHCs are also essential in recognition and communication systems of insects
(Howard and Blomquist 2005; Blomquist and Bagneres 2010). Furthermore, CHCs have
been proved to play a central role in the evolution and cohesion of insect societies
(Wilson 1971; Howard 1993). In social insects, colony members typically share a
common chemical signature given by the overall proportion of hydrocarbons on the
cuticle created by the admixture of individual profiles (Clément and Bagnéres 1998;
Howard and Blomquist 2005). Consequently, variations in cuticular hydrocarbons have
been used to identify species (Howard and Blomquist 1982; Bagnéres and Wicker-
Thomas 2010) and also differentiate populations (Haverty et al. 1990; Nowbahari et al.
1990).

In termites (Isoptera), CHCs have been studied extensively, in particular with respect to
taxonomy (Howard et al. 1982; Bagneres et al. 1990; Kaib et al. 1991; Haverty et al.
1997, 2000; Clément et al. 2001; Page et al. 2002; Uva et al. 2004). Although several
studies have suggested a genetic basis for CHC variations (Carlin and Hoélldobler 1986;
Dronnet et al. 2006; Brandt et al. 2009), other works have shown that environmental
factors such as food, temperature and social environment can affected the composition
of CHC profiles (Liang and Silverman 2000; Florane et al. 2004; Dronnet et al. 2006;
Torres et al. 2007; Vonshak et al. 2009). Despite the fact that the processes underlying
the production of chemical signature are poorly understood, their analyses have proved
to be effective for termite classification. Qualitative differences in hydrocarbons can
reveal variations among termite species, whereas quantitative differences are
considered as variations among populations and colonies (Haverty et al. 1997; Page et
al. 2002; Bagneres and Wicker-Thomas 2010). CHCs have been used for studying urban
pest termites such as the members of the Rhinotermitidae family. For instances, studies
of CHCs have helped to clarify the taxonomy of the Asian Reticulitermes (Takematsu and
Yamaoka 1999), the Australian Heterotermes and Coptotermes (Watson et al. 1989;

Brown et al. 1990), the American Coptotermes and Reticulitermes (Bagneéres et al. 1990;



Haverty et al. 1991, 1996, 1997, 2000) and the European Reticulitermes (Clément et al.
2001).

In the Rhinotermitidae and Termitidae families, soldiers have a frontal gland, which
secretes defensive compounds (Grassé 1982). The soldier caste is generally known to
play a role in colony defense against predators and competitors using the frontal gland
secretions (Zalkow et al. 1981; Grassé 1982). Other authors suggested that these gland
secretions might also play a role of primer pheromone in Reticulitermes termites
(Henderson 1998; Tarver et al. 2009). The Soldier Defensive Secretions (SDSs) can be
composed of alkanes, aldehydes, ketones, and terpenes and also more complex mixtures
(Quintana et al. 2003; Piskorski et al. 2007). They have often been studied in
combination with CHC profiles given that the composition differs geographically and
among taxa (Bagneres et al. 1990), and have proved to be informative for species
identification (Bagnéres et al. 1990; Haverty et al. 1996, 1999; Nelson et al. 2001;
Clément et al. 2001; Chuah 2005; Nelson et al. 2008; Piskorski et al. 2009).

Using chemical compounds for taxonomy (i.e., chemotaxonomy) constitute an approach
that has been widely used and proved valuable in numerous termite species, particularly
in the Reticulitermes genus. However, less attention has been paid to chemical variations
within species, in particular with respect to invasive species (Haverty et al. 1990). The
present study aims to analyze both CHCs and SDSs within native and introduced
populations of the invasive termite Reticulitermes flavipes. This North American species
has been introduced and established in other countries such as Canada, Chili, Uruguay as
well as France and Germany (Clément et al. 2001; Austin et al. 2002, 2005; Su et al.
2006). For a long time, the introduced populations of France were considered as a
European species (named Reticulitermes santonensis (Feytaud 1924)), but they are now
considered as introduced populations of R. flavipes on the basis of a global homology of
several mitochondrial and nuclear regions of the genome (Clément et al. 2001; Jenkins et
al. 2001; Austin et al. 2002, 2005; Ye et al. 2004; Su et al. 2006). The first
correspondence between French and American populations was revealed by chemical
similarities using the CHCs and SDSs (Bagneres et al. 1990). This study has showed that
one French population possessed CHCs similar to those collected in the state of Georgia

(USA), but with some quantitative differences. Although the SDSs of French populations
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were clearly different from those of other European species, none of the SDS
chemotypes in Georgia population matched those of the French population. Today,
preliminary molecular studies showed that southeastern populations of USA are the

closest to the French populations (Bagnéeres 2006; Perdereau et al. 2008).

In this study, we determine and analyze both cuticular hydrocarbons and defensive
secretions of soldiers from three introduced populations of France and six native
populations of the south of USA. The main objective of this study was (i) to determine
whether analyses of chemical variations are able to discriminate various geographical
populations and localities, and (ii) to evaluate the degree of chemical similarity and

variability between native and introduced populations.

Methods and Materials

Field Collection and Sampling

In USA, we collected samples in Florida and Louisiana since French populations have
been hypothesized to originate from these states (unpublished data; Bagneres 2006;
Perdereau et al. 2008). In Florida, 3 populations of termites were collected from 12
collection points, 3 in the Blackwater River State Forest, 3 in Wakulla State Forest and 6
in Osceola National Forest. In Louisiana, 3 populations were collected from 16
collections points, 6 in New Orleans, 6 in Jean Lafitte National Historical Park and
Preserve and 4 in Baton Rouge. In France, 3 introduced populations were taken from 43
collection points: 20 in the Forét de Saint Trojan in the south of the Ile d’Oléron
(Charente Maritime), 20 in the Forét d’Olonnes in Vendée and three in Tours (Indre et
Loire) (Fig. 1). Termites from the 9 populations were collected from 2006 to 2009. To
draw comparisons on a similar scale, the distance separating each population did not
exceed 200 km and transects within each population were less than 2 km, except for the
Oleron and Olonnes populations which were on a larger scale (4 km). Samples of the
nine populations studied were collected from wood fragments or tree stumps in the
three localities. At least twenty workers were taken from each collection point. For these

71 samples, the species was determined by morphological and chemical identification



for the French populations and DNA analysis for the American populations as described

previously (Clément et al. 2001; Austin et al. 2002).
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Fig. 1 Site locations of R. flavipes populations in France (a), Florida (b) and Louisiana (c).
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Analyses of Cuticular Hydrocarbons

Twenty workers per collection point (71 among 12 in Florida, 16 in Louisiana and 43 in
France) were pooled for chemical extraction. The CHCs in each pool were extracted
using an apolar solvent (hexane or pentane) which is evaporated for the transport and
redissolved in laboratory in 200 pl of pentane with 10 ul of 107 g/ml of n-eicosane (n-
C20) as an internal standard. Samples (2 ul) were analyzed by GC using a Delsi Nermag
DN 200 with a flame ionization detector (FID) and a fused silica capillary column CP Sil 5
(WCOT) Chrompack (ID 0.25 mm x 25 m x 0.12 um). The injection mode was splitless
(15 sec) and the carrier gas was helium. The temperature was programmed from 70°C
to 150°C at 30°C/min and held at 150°C for 5 min then raised to 320°C at 5°C/min.
Compound identification was based on previously reported analyses of CHCs using GC-
MS (Howard et al. 1978; Bagnéres et al. 1990). The 18 main CHCs present in all
individuals were selected: 9-tricosene (el), x-tricosene (eZ2), n-tricosane (a3), 11-
methyltricosane (m4), 4/2-methyltricosane (m7), 9-tetracosene (e8), 3-methyltricosane
(m9), n-tetracosane (al1l), 11-methyltetracosane (m12), 5-methyltetracosane (m14),
4/2-methyltetracosane (m16), 9-pentacosene (el7), pentacosadiene (el8), n-
pentacosane (al19), 11+13-methyl pentacosane (m21), 7,9-pentacosadiene (n25), 4/2-
methylpentacosane (m26), 3-methylpentacosane (mZ29). To analyze the hydrocarbon
profiles, the areas of these 18 peaks were integrated using the Galaxie v.1.8.508.1
software (Varian) and the relative proportions of each peak were calculated as
described by Bagneéres et al. (1990). Discriminant analyses were performed using the
Rgui v.2.10.1. software to determine whether predefined groups (i.e. the 3 localities and
the 9 populations) could be discriminated on the basis of their chemical profiles. The
correct classification of collection points to the respective groups was verified. The same
software was used to carry out principal component analysis (PCA) to determine the

chemical relationship between the collection points.

The dissimilarity of hydrocarbon profiles between workers from different collection
points was quantified by modifying Nei's standard genetic distance (Nei 1987) as
previously described (Queller 1993; Dronnet et al. 2006) and by using Euclidean
distances. The Nei and Euclidean distances were based on the relative amounts of

chemical compounds. For each distance, dissimilarity matrices were constructed for all



possible pairs of collection points from the mean relative areas of the CHC peaks at
different levels: within each population, between populations within each locality
(France, Florida and Louisiana) and between each pair of localities (France/Florida,
France/Louisiana and Florida/Louisiana). Nei and Euclidean distances vary between 0
and 1. 0 indicates that the chemical profiles are identical, whereas 1 indicates that there
are no shared compounds. Non-parametric Kruskal-Wallis tests were used for multiple
independent comparisons of populations, localities and groups of localities. Dunn’s
multiple comparison tests were carried out to define the specific difference between

cuticular compound variations at each level of comparison using XLSTAT v.2009.3.1.

Analyses of Soldier Defensive Secretions

Defensive compounds were extracted from 50 soldiers (13 from France, 17 from Florida
and 20 from Louisiana). Because SDSs are volatile compounds, we have used a particular
method for their extractions and transports. First, each extraction was performed by
plunging one soldier into 20 pl of solvent (pentane or hexane) in a conical glass insert
for 2 minutes. Second, each extract was transfered in a Transferpettor cap Sigma Aldrich
Inc (4 cm x 0.2 cm) beforehand sealed at one extremity. Third, the glass cap was rapidly
flame-sealed on the other extremity to avoid the evaporation of SDSs during the
transport to the laboratory. In addition, to check the extraction, two internal standards
were used: one added to the empty cap before the extraction (n-octodecane) and the
second just before injection (humulene). Therefore, two pl of each extract were injected
to GC-MS for compound identification. GC-MS analyses were performed using a Hewlett
Packard 5890 GC coupled to a Hewlett Packard quadrupole 5889A MS operated in
electron impact mode (70 eV). The temperature program ran from 40°C to 200°C at
5°C/min, then increased at a rate of 8°C/min to 320°C. Compounds were identified by
comparing the retention time and mass spectra with previous studies on American and
French R. flavipes soldiers (Zalkow et al. 1981; Bagneres et al. 1990; Nelson et al. 2001).
The chemotype of each sample was then determined by the presence or absence of

compounds.
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Results

Proportions of Cuticular Hydrocarbons in French and American Populations

The relative proportion of each cuticular hydrocarbon was determined for the 71
collection points. No qualitative difference was apparent in the CHC components of
workers. All profiles had the same 18 hydrocarbons that had previously been found in R.
flavipes / R. santonensis (Bagnéres et al. 1990). However, there were quantitative

variations between the collection points.

Discriminant analyses revealed that the relative proportions of a large number of
cuticular hydrocarbons discriminated both populations and localities. No single
component could be used to separate the nine populations and the three localities as
nearly the whole of the chemical signature (72% to 83% of the peaks) was needed.
Precisely, the first discriminant analysis performed on relative amounts of the 18 peaks
of each collection point discriminated the nine populations significantly. Of these, the
relative proportion of 15 compounds (i.e. €2, a3, m4, m7, €8, m9,all, m12, m14, e18, al9,
m21, n25, m26 and m29) varied significantly between populations (Wilks” A < 0.05, F =
12.254, df = 120, 354, P < 0.001). The two first principal axes accounted for 76.89% of
the overall variance between groups (the first axis accounted for 46.14% and the second
for 30.74%). 97.18% of the collection points were correctly classified in the original
groups, with only two collection points of the Oléron population assigned to the Olonnes
population. The second discriminant analysis performed on the 3 localities distinguished
France, Louisiana and Florida significantly (Fig. 2). The discriminant analysis selected 13
peaks (i.e. el, e2, a3, e8, m9, all, m12, m14, el7, e18, al9, n25 and mZ29), grouping all
collection points within the assigned localities (Wilks’A < 0.05, F = 37.769, df = 24, 114, P
< 0.001). The two first axes accounted for 100% of the chemical variation between
groups, with 70.27% of the variation explained by the first axis and 29.73% by the
second axis. 98.59% of the collection points were correctly assigned to the original
locality group, with only one collection point in Louisiana being grouped with the French

colonies.



f— French populations F1-70.27%

Florida populations

Louisiana populations

F2-29.73%

Fig. 2 Chemical differentiation between the three localities (France, Florida and
Louisiana) on the two first axes of the discriminant analysis on relative proportions of
cuticular hydrocarbons. Axes I and II account for 100% (70.27% and 29.73,

respectively) of the total variation between localities.

159



Principal component analysis of these variations revealed that the first two principal
components, PC-I and PC-II, accounted for 41% of the total chemical variation (Fig. 3).
The first axis accounted for most of the variation (25%) among Florida and Louisiana
populations. The second axis accounted for 16% of the variation, distinguishing the
Florida populations from the others. The proportions of CHCs in French populations
appeared closer to the three Louisiana populations than the three Florida populations.
Chemical variations within and between populations in France appeared lower than in
Florida and Louisiana. Although the French populations in St Trojan and in Olonnes
covered a greater geographical area than the American populations, their chemical

profiles were less variable.

PC-I 25%
6
PC-II 16%
= French populations — Florida populations Louisiana populations
1 Oleron population 4 Osceola population New Orleans population
2 Olonnes population 5  Wakulla population Lafitte population
3 Tours population 6 Black River population Baton Rouge population

Fig. 3 Plot of the two first axes of the principal component analysis of introduced French
populations and native American populations using the proportion of cuticular

hydrocarbons. Ellipses represent each population from France, Florida and Louisiana.




Chemical Dissimilarity Distances

The chemical dissimilarity distances (Euclidean and Nei) within populations, between
populations within localities and between pairs of localities were calculated and are
shown in Table 1. Non-parametric tests used to compare the chemical dissimilarity
distances showed similar results for the Euclidean and Nei distances. The chemical
distance within each population (Table 1a) was similar for all the populations except for
the Olonnes population which had a low variability in the CHC composition (Kruskal-
Wallis test, P < 0.0001; Dunn’s procedures for Olonnes-Oleron, P < 0.001; Olonnes-
Osceola, P < 0.001; Olonnes-Black River, P < 0.05; Olonnes-Wakulla, P < 0.05; Olonnes-
New Orleans, P < 0.001; Olonnes-Lafitte, P < 0.001), although it was similar to the
chemical distances within the Tours and Baton Rouge populations. The chemical
dissimilarity distances, both Euclidean and Nei distances, between populations within
localities were extremely significant (Table 1b). The chemical distances between French
populations were significantly less than those observed between populations in Florida
and Louisiana (Kruskal-Wallis test, P < 0.0001; Dunn’s procedures for France-Florida, P <
0.001, France-Louisiana, P < 0.001). Similarly, the chemical distances between the
Louisiana populations were significantly smaller than those observed between the
Florida populations (Kruskal-Wallis test, P < 0.0001; Dunn’s procedure, P < 0.001). The
chemical distance between localities (Table 1c) showed that the distance between
French and Louisiana was not significantly different from that between the French and
Florida localities (Kruskal-Wallis test, P < 0.0001, Dunn’s procedure, P > 0.05). The
chemical distance between the Florida and Louisiana localities was significantly greater
than those between the French and Florida localities and the French and Louisiana
localities (Kruskal-Wallis test, P < 0.0001, Dunn’s procedures for Florida/Louisiana vs

France/Florida, P < 0.001; Florida/Louisiana vs France/Louisiana, P < 0.001).
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Table 1 Statistics (mean * SE) of chemical distances and comparisons within

populations (table a), between populations (table b) and between localities (table c)

(a)

Chemical distances within

Populations populations?
Euclidean Nei
Oleron 0.074 +0.038 (b) | 0.025 + 0.025 (b)
Olonnes 0.039+£0.017 (a) | 0.007 £0.006 (a)
Tours 0'03?;[)())'015 0.005 + 0.004 (a,b)

Osceola 0.193 +0.136 (b) | 0.125+0.013 (b)

Black river 0.131+0.031 (b) | 0.051+0.016 (b)

Wakulla 0.120 % 0.016 (b) | 0.05 +0.015 (b)
New Orleans | 0.098 +0.033 (b) | 0.041 +0.027 (b)

Lafitte 0.104 + 0.065 (b) | 0.060 + 0.066 (b)

0.062 +0.011
(ab) 0.015 + 0.005 (a,b)

Baton Rouge

(b)
Chemical distances between
Locality populations?
Euclidean Nei

France 0.065 + 0.033 (a) 0.018 £ 0.019 (a)

Florida 0.200 + 0.116 (b) 0.141 + 0.132 (b)

Louisiana 0.105 £ 0.052 () 0.054 £ 0.055 ()

(9
Chemical distances between
Pair of localities localities?
Euclidean Nei
France /Florida 0'093(;5)0'067 0.049 + 0.071 (a)
France/Louisaina 0'087(2)0'047 0.039 £ 0.047 (a)
Florida/Louisiana 0'158(5)0'093 0.102 + 0.100 (b)

aComparisons performed using nonparametric Kruskal-Wallis tests followed by Dunn

procedures (different letters inside the parentheses indicate significant differences)



Soldier Defensive Secretions

Six compounds were identified for overall of SDSs analyzed: a-pinene, [-pinene,
limonene, y-cadinene, aldehyde cadinene and geranyl linalool. These compounds were
the same of the ones found in previous studies (Zalkow et al. 1981; Bagneres et al. 1990;
Nelson et al. 2001). Qualitative analyses of the SDSs on the basis of the
presence/absence of peaks revealed 6 chemotypes, three of which were different from
those found by Bagneres et al. (1990) (Table 2, chemotype a, e and f). y-cadinene,
aldehyde cadinene and geranyl linalool were present or absent in the various
chemotypes but the monoterpene compounds (a-pinene, 3-pinene and limonene) were
always present. Two chemotypes were found in the French populations, one of which
had already been reported (Bagneres et al. 1990; Quintana et al. 2003) with the
monoterpenes and the geranyl linalool (Table 2 chemotype b) and the second, the most
common in our samples, not previously reported, was composed only of monoterpenes
(Table 2 chemotype a). Two chemotypes were observed in Florida and 4 in Louisiana.
One chemotype (chemotype a) was common in France and in Louisiana, but none

between France and Florida.

Table 2 Defensive compound phenotypes of R. flavipes within each locality

Defensive secretion compounds of soldiers
Localities Ns;?(?ig:f a-pinene | B-pinene | limonene | y-cadinene 2;%?22;‘12 ﬁiﬁgﬁ

France

chemotype a 10 X X X _ _ -
chemotype b 3 X X X _ _ X
Florida

chemotype c 15 X X X X X _
chemotype d 2 X X X X X X
Louisiana

chemotype a 11 X X X _ _ -
chemotype c X X X _
chemotype e X X X X _ _
chemotype f X X X _ _
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Discussion

Our study showed that CHCs provide a useful marker for discriminating termite
populations, since our results allowed us to discriminate localities and populations
within R. flavipes species. CHC proportions appear to be useful markers for
distinguishing the various populations by determining the similarity within each

geographical scale.

One of major results of this study was the unexpected chemical homogeneity observed
within introduced populations relatively to the chemical variations within native
populations. Even though chemical distances within populations were not significantly
lower in France than in North America, principal component analysis showed a less
divergence between collection point profiles for each of the introduced populations,
compared to the populations within Florida and Louisiana. This result is made more
significant by the fact that the comparison was drawn using a similar geographical scale
within populations, except for two French populations which had a wider area. The
remarkable hydrocarbon homogeneity observed within the introduced populations of R.
flavipes compared to native populations has already been detected in other introduced
social insects. Recent researches have revealed a similar change in CHC profiles within
introduced ants, L. humile (Brandt et al. 2009) and W. auropunctata (Errard et al. 2005).
These two studies showed that the CHC profiles of ants from native populations were
diverse while the profiles of ants from various localities in introduced populations were
uniform. This suggests that the introduction event into a new environment may be the
cause of the reduced chemical variability of introduced populations. It is possible that,
similarly to the introduced ant hypotheses, the reduced variability of recognition cues
observed in introduced populations of R. flavipes is due to a reduction of genetic
diversity through a genetic bottleneck (Tsutsui et al. 2000) or a selective process for the

less common alleles of recognition (Giraud et al. 2002).

In all cases, the chemical homogeneity occurring in introduced populations of R. flavipes
could explain two particular characteristics of the social organization in its French
range. The first characteristic is the absence of aggression between colonies, which is

constantly observed in French populations of R. flavipes (Clément 1978, 1986; Clément



and Bagneres 1998). It is generally considered that cuticular hydrocarbons have an
important role in conspecific and colony member recognition (Clément and Bagneres
1998; Blomquist and Bagneres 2010). Thus, a low variability of chemical signature
within introduced populations of R. flavipes could induce the recognition of non-
nestmates as nestmates, and therefore generating a lack of intraspecific aggression. The
second characteristic is the important capacity to merge between separate colonies
detected within one of the introduced French populations of R. flavipes studied (the
Oleron population) (Perdereau et al. 2008). One of characteristics seeming essential to
colony fusion was the absence of intraspecific aggression between individuals of the two
parental colonies. These results on CHC homogeneity in R. flavipes could be at the origin
of the particular characteristics of introduced populations: the lack of intraspecific
aggression and, indirectly, the high rate of colony fusion within introduced populations.

This study also revealed that CHC profiles significantly differ among American
populations, whereas the three French populations exhibit similar CHC profiles. One
possible explanation for this general pattern is that the three French populations would
all derive from a single original source population. This hypothesis is supported by
several phylogeographic studies performed on Reticulitermes species, which revealed
that the information based on CHC profiles is often consistent with the information
obtained with DNA markers (Jenkins et al. 2000; Clément et al. 2001; Copren et al. 2005;
Austin et al. 2007). Another explanation which cannot be excluded is that the new
habitat in France could present more similar ecological factors, which would have
determined the homogenous CHC profiles in all French populations of R. flavipes.
However, although studies revealed that food, temperature and social environment can
affected the composition of CHC profiles (Liang and Silverman 2000; Florane et al. 2004;
Dronnet et al. 2006; Torres et al. 2007; Vonshak et al. 2009), we consider this second
hypothesis as unlikely to explain our result at this large scale. Phylogeographic studies
are now needed to test if the French populations have been founded from one or a few

North American source population(s).

Interestingly, concerning the source of the three introduced populations, results based
both on CHC profiles and on SDS chemotypes suggest that Louisiana rather than Florida
could be the geographical origin of the French populations analyzed. The principal

component analysis showed that the CHC profiles of the three populations of Louisiana
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were closer to the chemical profiles of the three French populations than those in
Florida. The analyses of SDSs showed, for the first time, a similar chemotype in the
native and introduced ranges. This chemotype, not previously reported, is composed
only of monoterpenes and is detected in France and in Louisiana. The hypothesis that
French populations came from of Louisiana also appeared plausible from an historical
point of view. During the 17¢ and the 18¢ century, Louisiana belonged to the “New
France” and New Orleans was the main port of exchanges. So, during the different
transports per boat of agricultural and forestry productions, the populations of R.
flavipes would have been accidentally exported toward the France. Interestingly, the
first invasion of termite in France was described in two major ports known for their
historical implication in the international transports (Rochefort and La Rochelle ports)

(Bobe-Moreau 1843; Quatrefages 1853).

The absence of y-cadinene and aldehyde cadinene compounds in the SDS chemotypes in
France raises questions about the caste differentiation system within introduced
populations. Little is known about the caste regulation process in termites but the
important role of the juvenile hormone in regulating the soldier caste has been
demonstrated (Miura 2001; Scharf et al. 2003; Park and Raina 2004). It has been also
suggested that SDSs may play a role in the regulation of worker differentiation to
soldiers (Henderson 1998). Recent research has revealed that two compounds of SDSs
in R. flavipes, the y-cadinene and the y-aldehyde cadinene, acted in synergy with the
juvenile hormone in inducing differentiation of workers in soldiers (Tarver et al. 2009).
Thus, the absence of these defensive compounds observed in introduced populations
may have disrupted soldier caste differentiation. The juvenile hormone is also thought
to play a role in the secondary reproductive differentiation (Elliott and Stay 2007, 2008;
Leniaud 2008). Interestingly, in French populations, all colonies exhibited an
unexplained high proportion of active secondary reproductives (Vieau 2001; Dronnet et
al. 2005). The absence of the two sesquiterpenes (y-cadinene and aldehyde cadinene)
could be one of the causes of the larger proportion of secondary reproductives. By the
lack of these two compounds, the differentiation of workers into soldiers could be

disadvantaged toward the differentiation into secondary reproductives.


http://fr.wikipedia.org/wiki/XVIIe_si%C3%A8cle
http://fr.wikipedia.org/wiki/XVIIIe_si%C3%A8cle

This study illustrates that hydrocarbons can be useful to discriminate different
populations of a Reticulitermes species. CHCs threw interesting light on the possible
origin of introduced French R. flavipes populations and on the history and routes of
invasion. The cuticular hydrocarbon homogeneity observed within introduced
populations seems to be related to particular biological characteristics of introduced
populations. Further studies should be carried out into CHC variations correlated with

intraspecific aggression.
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Etude 4 : Phylogéographie des populations de R.flavipes

Synthese de I'article 4

Introduction

La reconstruction des routes d’invasion est primordiale pour deux raisons
majeures : en premier lieu, connaitre l'origine géographique d’une espéce invasive
permet de mettre en place une prévention adéquate pour éviter d’autres introductions,
la seconde raison est de comprendre l'origine et les conséquences génétiques des
populations introduites. En localisant les populations sources, il est alors possible de
comparer les populations introduites des natives, de connaitre I'écologie des
populations natives (entre autres les ennemis naturels et les conditions
environnementales) et ainsi de déterminer les mécanismes qui ont favorisé l'invasion
dans leur environnement (Ahrens et al. 2005, Facon et al. 2006). Ainsi, pour avoir une
bonne compréhension des mécanismes ayant permis le succes de R. flavipes dans

I'aire d’introduction, nous avons cherché a localiser les populations sources.

Les résultats de l'article 3 ont montré que les populations introduites étaient
chimiquement (HCs et composés défensifs des soldats) plus proches des populations de
Louisiane que de celles de Floride. Cependant, I'’étude des hydrocarbures fournit de
facon indirecte des informations d’ordre génétique mais également environnementales,
leur utilisation en phylogénie ne semble pas étre completement appropriée. Ainsi, une

étude utilisant des marqueurs génétiques semble nécessaire.

Pour identifier I'origine de l'invasion de R. flavipes en France, nous avons donc
effectué une étude phylogéographique a I'aide du marqueur mitochondrial COII et de 15
loci microsatellites. Le choix de la région mitochondriale COII a été fait sur le constat
qu’il s’est plusieurs fois révélé informatif chez les Reticulitermes (Jenkins et al. 2001,
Austin et al. 2002, Kutnik et al. 2004, Ye et al. 2004). Pour cette étude, de nombreux
échantillons des populations aux USA, l'aire d’origine, nous ont été envoyés par
différents collaborateurs. Rappelons que la distribution naturelle du termite américain
R. flavipes s’étend du Texas a 'lowa dans I'Ouest et de la Floride au Massachussetts dans
I’Est. Au cours de ma these, un effort d’échantillonnage plus important a été effectué au
niveau de I’état de Floride (Avril 2008) et de Louisiane (Mars 2009). En ce qui concerne
les populations introduites, elles ont été collectées en grande majorité en France.
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Néanmoins, des individus d’Hambourg (Allemagne) et du Chili nous ont été envoyé
(respectivement par U. Noldt et A. Cammousseight). L’étude chimique de ces individus a
montré des profils d’'HCs proches des populations francaises et le méme phénotype des
composés défensifs des soldats (Clément et al. 2001). Nous avons également eu
I'opportunité d’acquérir un échantillon d’Autriche datant de 1858 (Hagen). Cet
échantillon est particulier car les populations de R. flavipes ont été éradiquées dans ce
pays il ya fort longtemps et qu’il représente un individu de la méme population que celui
ayant permis la premieére description de R. flavipes faite par Kollar (1837). En effet, 20
ans apres Kollar, le scientifique Hagen a confirmé que les individus introduits a Vienne,
dans les serres du chateau de Schonbrunn, étaient véritablement des termites de
I'espéce R. flavipes originaire des USA (Hagen 1858). Dans cette étude, nous avons
également utilisé des séquences de genbank de R. flavipes provenant des Bahamas et de
Californie, du Canada et d’Uruguay (Su et al. 2006) (toutes ses localités sont des zones

ou R. flavipes a été introduit).

Trois questions majeures ont été développées au cours de cette étude :

1) Ou est/sont localisée/s la ou les populations sources a partir desquelles ont été

fondées les populations introduites ?
2) Est-ce que les populations introduites en France présentent des différences de
diversité génétique avec les populations provenant des USA? Les populations

introduites ont-elles souffert d’'un goulot d’étranglement ?

3) Est-ce que les populations introduites sont issues d'une ou de multiples

introductions ?

Syntheése des résultats de I'article 4 et discussion

1) Origine des populations introduites

Les premieres observations des analyses phylogéographiques (phylogénie et réseau
d’haplotypes) révelent une structuration géographique partielle des populations natives

en séparant les populations du sud-est et du nord-est des USA. Tous les échantillons des
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populations introduites (excepté pour I'échantillon autrichien) sont groupés avec les
populations du sud-est des USA, suggérant que ces populations pourraient étre les
sources des introductions. En se focalisant sur les populations francaises, les analyses
phylogénétiques basées a la fois sur les marqueurs microsatellites et le marqueur
mitochondrial ont mis en évidence comme origine la plus probable les populations
louisianaises. Parmi les 11 haplotypes déterminés en France, 6 sont uniques et 5
sont retrouvés aux USA. Ces 5 haplotypes sont tous retrouvés seulement dans I’état
de Louisiane, avec une grande prévalence (50% des individus échantillonnés en
Louisiane possédent un de ces 5 haplotypes). Ainsi, avec notre échantillonnage, les
populations francaises auraient comme origine la plus probable les populations
louisianaises. Ceci est également supporté par I'arbre phylogénétique basé sur les

données microsatellites.

2) Réduction de le diversité génétique lors de I'introduction ?

Nos analyses ont montré une réduction significative de la diversité haplotypique et
nucléotidique dans les populations introduites en France, comparée aux populations
américaines. En s’intéressant plus particulierement a la comparaison entre les
populations francaises et louisianaises, les mesures de diversité génétique des données
mitochondriales, I'hétérozygotie observée, et le nombre d’alleles, montrent que les
populations introduites ont subit une réduction de la diversité génétique modérée mais
significative. Nous n’avons pas trouvé de résultat concluant sur un possible goulot
d’étranglement avec le logiciel bottleneck. Ces résultats suggerent que les populations

ont souffert d’'un effet de fondation durant I'introduction.

3) Une ou des multiples introductions ?

Les analyses nous ont permis d’identifier 13 haplotypes présents en Europe, un
spécifique a I'Autriche et un second spécifique a I’Allemagne. De ce fait rien ne prouve
que les populations de R. flavipes en Europe soient issues d'un seul événement
d’'introduction. En France, les 5 haplotypes partagés avec les USA étant réunis dans un
seul état américain (Louisiane), nous ne pouvons pas identifier le nombre d’événements
d’'introduction mais seulement formuler deux éventuels scénarios. Le premier scénario

possible serait qu'un seul événement d’introduction, contenant des fondateurs des cinq
177



Résultats

différentes lignées mitochondriales, soit a I'origine de toutes les populations frangaises.
Le second scénario serait que de multiples introductions aient eu lieu a partir des
populations louisianaises, ce qui est généralement supposé étre une regle plutot qu’'une

exception (Novak 2007).

L’ensemble des résultats de l'article 3 sera intégré dans la discussion générale
(p.211).



Article 4 : Phylogeographic analyses reveal a Louisana origin
of the R. flavipes French populations

En préparation

Perdereau E., Bagneres A.-G., Dronnet S., Zimmermann M., Dupont S., Vargo

E. and Dedeine F.

Abstract

Reticulitermes flavipes is a subterranean termite which is presumed to have been
introduced into Europe from North America during the 17t or 18t century and has
become invasive in several areas of France. The introduced populations in France have
undergone particular shifts in social structure: permanent presence of numerous active
secondary reproductives, high level of colony fusion, lack of intraspecific aggression and
homogeneity of recognition cues. Phylogeographic and population genetic analyses can
provide information about the origin and patterns of introduction and help to explain
the causes and mechanisms by which introduced species have become successful
invaders. To identify source populations and to evaluate genetic diversity in both native
and introduced populations, an extensive phylogeographic study was undertaken using
the COII region of mtDNA and 15 microsatellite markers. This showed that, in the native
range (USA), northern populations appeared well differentiated from those in the
southern part of its range, which is the probable origin of nearly all introduced
populations. Phylogenetic analysis of both mitochondrial and nuclear markers showed
that French populations are likely to have originated from southeastern American
populations, more particularly from Louisiana. All haplotypes shared between the USA
and France are found in Louisiana. Compared to native populations in Louisiana,
introduced populations in France show reduced genetic diversity at both mtDNA and
microsatellites markers. These findings suggest a founder effect during the introduction
event and are an example of a genetically depauperate founder population that has
become successfully established.

Keywords: Invasive species, termite, phylogeography, genetic diversity, founder effect
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Introduction

Many organisms have expanded into new habitats as a result of human transport
(Vitousek et al. 1997). Organism invasions are now considered to be a major component
of large-scale ecological changes owing to the ability to degrade habitats and reduce
native biodiversity (Wilcove et al. 1998). It is now recognized that phylogeographic and
population genetic analyses can provide valuable insight into patterns of introduction,
colonization and spread of invasive taxa, helping to lay the basis for understanding the

mechanisms underlying invasion dynamics (Sakai et al. 2001; Lee 2002).

The success of invasive organisms has been attributed to various mechanisms such as
the release of biotic pressures, the ability to settle in disturbed habitats and changes in
the genetic characteristics of invasive populations (Williamson and Fitter 1996; Holway
et al. 2002). More attention is now being paid to the level of genetic diversity within
introduced populations as an important factor influencing their survival and adaptive
potential (Sakai et al. 2001; Lee 2002; Valliant et al. 2007; Dlugosch and Parker 2008a;
Dlugosch and Parker 2008b). It is thought that genetic variability is necessary for an
adaptive response by the introduced populations to the invaded environment where this
environment is different from the native environment (Allendorf and Lundquist 2003;
Frankham 2005; Facon et al. 2006; Elam et al. 2007; Dlugosch and Parker 2008a)
Introduced populations present an evolutionary paradox because introductions usually
consist of a small number of founders, resulting in lower genetic variability compared to
native populations (Nei et al. 1975). Several explanations have been put forward to
explain this paradox. Firstly, the introduced populations may not lose genetic diversity:
this has been observed when multiple sources of introduction have occurred (Genton et
al. 2005) and sometimes the genetic diversity can even appear higher than that in the
native range (Kolbe et al. 2004; Facon et al. 2008). However, several studies have shown
losses of genetic diversity at various markers (Estoup et al. 2001; Garza and Williamson
2001; Grapputo et al. 2005; Lindholm et al. 2005; Chen et al. 2006; Puillandre et al.
2008; Valade et al. 2009). In such cases, the paradox may explained by an increase in
genetic variation by hybridization (Facon et al. 2008) or by a rapid population expansion
after introduction retaining genetic diversity (Zenger et al. 2003). Thirdly, it has been

suggested that the disadvantages associated with founding events could be overstated



and that introduced species may have sufficient adaptive potential (Dlugosch and Parker

2008a).

There are many key questions in invasion biology that rely on comparisons between the
native range and the introduced range (Hierro et al. 2005). To understand which
mechanisms have enabled the introduced populations to become dominant, it is
necessary to determine as precisely as possible where the introduced species came from

and to evaluate the genetic diversity in both native and invading populations.

The subterranean termite Reticulitermes flavipes (Rhinotermitidae) originated from
North America. It is widespread from Texas to Iowa in the west and from Florida to
Massachusetts in the east. It has been introduced into and established in other US states
such the Bahamas and California as well as in several countries in the Americas (Canada,
Chile and Uruguay) and in Western Europe (Austria, France and Germany) (Weidner
1937; Harris 1962; Aber 1998; Ripa and Castro 2000; Clément et al. 2001; Austin et al.
2002; Austin et al. 2005; Su et al. 2006). In Europe, R. flavipes is widespread throughout
France, but in Germany it is only found in Hamburg. For a long time the introduced
populations in France were considered to be a European species named Reticulitermes
santonensis (Feytaud 1924). However, just after the first description of R. santonensis, it
was suggested that the two species might be synonymous (Feytaud 1924), partly
because R. flavipes was described earlier in Vienna, Austria, by Kollar (Kollar 1837) and
confirmed by Hagen in 1858. After considerable controversy, on the basis of several
morphological and chemical similarities (Bagneéres et al. 1990) and, more recently,
genetic correspondence (Clément et al. 2001; Jenkins et al. 2001; Austin et al. 2002;
Austin et al. 2005; Ye et al. 2004; Su et al. 2006) R. santonensis populations are now
considered to be introduced populations of R. flavipes. It is thought that R. flavipes may
have been introduced through the wood shipping trade between North America and

Europe during the 17th or 18th century (Feytaud 1924; Bagneres et al. 1990).

In France, R. flavipes, is the most destructive termite species and it has reached high
densities in major cities such as Paris and Bordeaux (Vieau 2001). Recently, genetic and
behavioral studies have suggested that the introduced populations of R. flavipes in

France share four particular characteristics leading to their invasion success (Dronnet et
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al. 2005, Perdereau et al. 2010 and submitted). The first characteristic is the
homogeneity of chemical signature in populations introduced into France compared to
native populations (Perdereau et al. submitted). The second is the lack of intraspecific
antagonism between non-nestmates in French populations (Perdereau et al. submitted,
Clément 1986; Bagneres 1989; Clément and Bagneres, 1998). Thirdly, French colonies
appear spatially larger and more populous than American colonies and seem to differ
from the great majority of American colonies in their ability to produce a high number of
functional secondary reproductives ( Vieau 2001; Dronnet et al. 2005; Perdereau et al.
2010). These three attributes contribute to the fourth specific characteristic which is a
significant capacity for fusion between different colonies in French populations of R.

flavipes (Perdereau et al. 2010).

In order to gain a better understanding of the relationship between the invasion success
and genetic diversity, this study investigated the genetic variability of American and
European populations of R. flavipes, and more particularly French populations, using
both the cytochrome oxidase II (COII) region of mitochondrial DNA and 15
microsatellite loci. The cytochrome oxidase Il was selected as it has been the most
successful and most widely used in Reticulitermes studies (Miura et al. 1998; Jenkins et
al. 2001; Austin et al. 2002; Kutnik et al. 2004; Park et al. 2006). This study focused on
more specific questions: Do French populations originate from a single or multiple
introductions? Where were the source populations? Are there differences in genetic
diversity between introduced and native populations? Is there evidence of a genetic

bottleneck?

Materials and methods

Sample collection

R. flavipes samples (workers) were collected and preserved in 90% ethanol prior to DNA
extraction. Samples of the introduced termites were taken from 71 localities in Europe
(70 in France and one in Austria) (Figure 1). The Austrian sample is of particular
interest as it came from the Naturhistorisches Museum in Vienna and is an old sample

(Hagen 1856) taken in the population from the glasshouses of the Schonbrunn Castle



before the eradication. Samples were taken from 134 localities in the native range (USA)
with particular emphasis on Louisiana/Mississippi and Florida because unpublished
works showed that populations of R. flavipes in France were closely related to R. flavipes
populations found in southern USA (Bagnéres 2006; Perdereau et al. 2008) (Figures 2, 3
and 4). Other published sequences from introduced populations (Uruguay, Canada,
California and the Bahamas) and native populations (Nebraska) were also included in

the analyses (see Table 1 for details).

Figure 1. Map showing the 70 locations of R. flavipes sampled in France
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Mitochondrial DNA and microsatellites sequencing

Genomic DNA was extracted from one worker per collection for all sampling points
using standard phenol-chloroform purification (Sambrook et al. 1989). A portion of the
cytochrome oxidase II (COII) gene (680 bp) of the mitochondria was sequenced in one
individual per collection point using the primers B-tLys (5’-GTT TAA GAG ACC ATT ACT
TA-3’) (Simon et al. 1994) and modified A-tLeu (5’-CAG ATA AGT GCA TTG GAT TT-3’)
(Miura et al. 2000). PCR amplification was performed using a Multiplex PCR Kit
(QIAGEN®) and a Biometra 96 T1 with an initial denaturing step at 95°C (15 min),
followed by 35 iterations of the following cycles: 94°C (30 sec), 52°C (1 min 30), and
72°C (2 min) and finally an extension step at 72°C (10 min). The reaction mix was a total
volume of 25 pL containing about 10 ng DNA template, 1x Qiagen Multiplex PCR Master
Mix, 0.6x Qiagen Q-Solution and 1uM of each primer. After purification using the
NucleoSpin Extract® II kit (Macherey-Nagel), the PCR templates were sequenced using
the Big Dye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit and the sequenced products were
analyzed using a capillary DNA sequencer (ABI PRISM 3100). By the fact that Austria
sample constituted an old sample, extraction methods are being the object to an other
paper (Dupont et al. in prep). Sequences were aligned using the ClustalW algorithm
(Thompson et al. 1994b) within the Bioedit Sequence Alignment Editor 6.0.7 (Hall 1999)
and corrected manually. The sequences were deposited in the GenBank database under

the accession numbers shown in Table 1.

The nuclear genetic diversity was analyzed for one worker per collection point with 15
microsatellite loci: Rf1-3, Rf6-1, Rf15-2, Rf21-1, Rf24-2, Rf5-10, Rf11-1, RS1, RS10, RS15,
RS43, RS68, RS76, RS78 and RS85 previously described in Vargo et al. (2000) and in
Dronnet et al. (2004). A total of 170 individuals from four specific localities in France
(51), Florida (35), Louisiana-Mississippi (59) and northern USA (25) were genotyped
(see Table 1). Primer sequences and amplification protocols are given in Vargo et al.

(2000) and Dronnet et al. (2004).



Identification of source populations

To determine the probable origin of R. flavipes populations introduced into Europe, their
haplotypes were compared with those of R. flavipes from the native range (Table 1 and
2). The relationships between haplotypes were represented as a haplotype network
obtained using the statistical parsimony method and TCS version 1.13 (Clement et al.

2000).

Identical haplotypes were recognized and were collapsed for tree construction to
improve the chances of recovering fewer optimal trees and reduce computing time. In
order to obtain the most robust topology, CO II sequences were analyzed using four
different phylogenetic analysis methods: maximum parsimony, neighbor-joining,
maximum likelihood and Bayesian analysis. The maximum parsimony (MP) and
neighbor-joining (N]J) methods were applied using PHYLO_WIN (Galtier et al. 1996), and
the maximum likelihood method used Phyml (Guindon and Gascuel 2003). The
maximum parsimony (MP) method was performed using a heuristic search with
stepwise-addition options to determine the most parsimonious tree. MrAIC was used to
find an appropriate sequence evolution model for the data (Nylander 2004). The HKY85
model of base substitution distance was selected. The neighbor-joining and maximum
likelihood analyses were performed using the substitution model and HKY85 as DNA
distance. The robustness of the trees was tested using the bootstrap method. All
characters were un-ordered and equally weighted. Sites with missing data or gaps were
treated as missing characters for all analyses. All bootstrap values were based on 1,000
replicates. Bayesian analyses were also carried out using MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck
and Ronquist 2001) running it for 2,500,000 generations. No a priori assumptions about

tree topology were made and analyses were performed using uniform priors.

As a complementary approach to investigating source populations, microsatellite allele
frequencies were used to estimate phylogenetic trees. A neighbor-joining tree was
constructed from Nei’s genetic distance Ds (Nei 1972) using 1000 bootstrap replicates
calculated using POPULATIONS version 1.2.30

(http://www.bioinformatics.org/project/?group id=84).

187


http://www.bioinformatics.org/project/?group_id=84

Measuring genetic diversity

Haplotype and nucleotide diversity were estimated from mitochondrial data, using
ARLEQUIN v 3.0 (Excoffier et al. 2005). Microsatellite data was used to calculate the
mean number of alleles per locus (Na), the number of private alleles, the allelic richness
(Rs), and the observed and expected heterozygosity (Ho and Hg) for each locality and
also for three specific regions where introduced termite populations were found in
France using GENEPOP version 1.2 (Raymond and Rousset 1995) and FSTAT version
2.9.3.2 (Goudet 1995). These programs were also used for each population to test
deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and linkage disequilibrium.

Mitochondrial and microsatellite data were used to determine the partition of genetic
variability among and within putative source populations (Florida and Louisiana-
Mississippi) and introduced populations (France). The population structure was
determined by analysis of molecular variance (AMOVA) by calculating F-statistics from

haplotypes with 10,000 permutations using ARLEQUIN software.

Testing for bottlenecks

Populations, whose effective size has recently been reduced, show a reduction in both
allele number and gene diversity, but the allele number drops faster than the gene
diversity (Cornuet and Luikart 1996). The deviation in observed heterozygosity from
that expected under mutation drift equilibrium was assessed using BOTTLENECK
version 1.2.02 (Piry et al. 1999) to see whether there was any evidence of recent
bottlenecks. The bottleneck tests were performed for the populations introduced into
France. To improve results, tests were carried out on three geographically distinct
populations in France (North populations, Middle populations and South populations)
using the infinite allele model (IAM), the stepwise mutation model (SMM) and the two-
phase model (TPM). For the TPM, which is considered to be the most appropriate model
for microsatellites (Piry et al. 1999), we used 90% single step mutations and 10%
multistep mutations and a variance of 10. The Wilcoxon signed-rank test, which is more
powerful than the alternatives when using a number of loci less than 20 (Piry et al.

1999), was used for the statistics reported. Finally, we determined whether there was a



mode shift, which is another sign of a bottleneck population, shown by a shift in allele

frequency distribution.

Results

Identification of source populations

The average nucleotide composition for COIl among R. flavipes samples was 39.2% (A),
23.4% (T), 23.9% (C) and 13.5% (G). As the phylogenies derived using the various
methods were generally congruent, only the tree given by robust Bayesian analysis is
presented here (Figure 5). Based on the COII gene sequence with R. virginicus as the
outgroup, two major clades within R. flavipes species were apparent. One clade
comprised only northern USA populations (clade I). The second clade included mainly
southern USA populations (except for samples from Nebraska, lowa and Indiana) and all
introduced populations (except for the sample from Austria). Within this clade, there
were two sub-clades: one with only southern USA populations (clade II a) and the
second with southern USA populations and populations introduced into America and
Europe (clade II b) (one exception being the two samples from Nebraska that are
supposed from introduced populations Perdereau et al. 2010). Clade II b had 5 clades,
two of which contained numerous samples, all introduced haplotypes (except for the
sample from the Bahamas). The sample from Austria and several samples from northern

and southern USA were not well resolved and had a basal position.

82 haplotypes distinguished from 67 segregating sites were determined from the 217
individuals analyzed. In the introduced range, 18 haplotypes were found with 13
haplotypes from Europe (more precisely 11 in France, one in Austria and one in
Germany) and 5 haplotypes from America (California, the Bahamas, countries in
southern and northern America outside the natural distribution of R. flavipes) (Table 1
and 2). In the native range, 75 haplotypes were determined with 23 from northern USA
and 52 from southern USA (Table 1 and 2). Five haplotypes (A, C, E, H and K) occurred
both in France and in the USA in different localities (Louisiana, Florida, Nebraska, lowa
and Indiana). 50% of individuals collected in Louisiana shared an identical DNA

sequence with the French haplotypes. Haplotypes A, H, and K were also shared with the
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introduced samples from Uruguay, Toronto and California. Haplotype A was the most
common haplotype with 33 individuals collected in France, 12 individuals from USA
most of which came from Louisiana and one from Uruguay. Haplotype C was the second
most common haplotype with 15 individuals from France et one from the USA
(Louisiana). Haplotypes E and H were the third most common haplotype with
individuals from France, Louisiana, and the sample introduced into California for the

haplotype H. Many haplotypes were represented by just a few individuals.

Statistical parsimony network did not connect all mitochondrial haplotypes within the
13 mutational steps permitted under a 95% confidence limit set by TCS, excluding the
northern USA haplotypes. The relationships between mitochondrial haplotypes were,
therefore, reconstructed by a haplotype network with 90% confidence (Figure 5). The
network showed approximately similar haplotype groups as those observed using
phylogenetic methods. The relationship between mitochondrial haplotypes revealed
mutational steps between French haplotypes and several haplotypes from southern
USA. Haplotype A diverged from 4 other French haplotypes (B, F, G and ]) by one
mutational step and haplotype K diverged from 2 other French haplotypes (D and I) by

two mutational steps.

The phylogenetic tree constructed from microsatellite allele frequencies using neighbor-
joining with Nei’s genetic distance (Figure 6) showed relationships between Florida,
Louisiana-Mississippi, northern USA and France. Louisiana-Mississippi is the closest
cluster to populations introduced into France, while northern USA populations appear to

be the cluster that is most divergent from French populations.

g7 | Lousiana/Mississipi

France

Florida

North USA

0.1

Figure 6. Neighbor-joining tree with Nei’s genetic distance (Nei 1972) based on
microsatellite allele frequencies. Bootstrap values above 50% for 1000 replicates are

indicated.
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Location Haplotypes n n Hap. &MHMW ty Nuc. diversity
France A B,CD,E F, G H,IJandK
Europe Germany N 72 13 [0.738+0.043%| 0.007 £ 0.004°
Austria AV
Introduced Canada K
range Chili BM
America Uruguay AetBM 10 5 0.583+0.183 | 0.003 £0.002°
California H
Bahamas BH
Nebraska A and BD
lowa A
Tennessee AV
Indiana A
Ohio BL b b
North USA West Virginia W AAand CB 32 23 0.968 +0.019 | 0.017 £ 0.009
Delaware BT, BX, BY, BZ and CA
. Virginia BT, BX, CC, CD, BU and BT
Native -
range North Carolina BS, BT, BV, BU and BW
South Carolina BO, BN, BP, BQ and BR
Florida A L, AC, AK, AL, AM, AN, AO, AP, AQ, AR, AS, AT, AU, AV, AW, AX, AY, AZ, BA, BB, BE, BF
and BG
Louisiana A CEHKLMO,P,QR,ST,U, Z AB, AC, AD, AE, AF, AG, AH, Al, and AJ
South USA | Mississipi AL V,WX,Y, AV and AQ 102 52 0.970+0.006"| 0.017 £ 0.009 "
Texas L and BJ
Arkansas BK
Georgia BI

Table 2. MtDNA haplotypes obtained in each location within introduced and native ranges, number of individuals sampled (n),

number of haplotypes (n Hap.) and haplotype and nucleotide diversities (Hap. and Nuc.)
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Measuring genetic diversity

Haplotype diversity within populations ranged from 0.583 to 0.970, while nucleotide
diversity ranged from 0.003 to 0.017. Genetic diversity of R. flavipes populations was
higher in the native range than in the introduced range (Table 2). In northern and
southern USA, both haplotype and nucleotide diversity were significantly higher than in
the two groups of introduced populations (Europe and America) (Tukey-Kramer
multiple comparison tests for haplotype diversity: Europe vs. northern USA, q = 21.677,
P < 0.001; Europe vs. southern USA, q = 24.510, P < 0.001; America vs. northern USA, q =
25.455, P < 0.001; America vs. southern USA, g = 26.993, P < 0.001; and for nucleotide
diversity: Europe vs. northern USA, g = 9.598, P < 0.001; Europe vs. southern USA, q =
13.113, P < 0.001; America vs. northern USA, q = 7.725, P < 0.001; America vs. southern
USA, q = 8.383, P < 0.001). A comparison between populations in Louisiana-Mississippi
and France showed 31 haplotypes in Louisiana-Mississippi as against 11 in France. The
haplotype diversity and nucleotide diversity estimated at 0.951 + 0.013 and 0.016 *
0.008 for Louisiana-Mississippi were significantly higher than those observed in France
estimated at 0.722 + 0.043 and 0.006 £ 0.003 (Table 4) (Unpaired t test with Welch
correction for haplotype diversity: t = 16.863 with 10 df, P < 0.001, and unpaired t test
with Welch correction for nucleotide diversity: t = 5.233 with 37 df, P < 0.001).

All 15 microsatellites were polymorphic within all localities. No linkage disequilibrium
was observed for any pair of loci after Bonferroni correction. Significant deviation from
Hardy Weinberg equilibrium was observed at least any loci analyzed within localities. A
high number alleles were found specific to the USA native range. The mean number of
alleles per locus (Na), allelic richness (Rs) and observed heterozygosity (Ho) were
relatively low in France compared to Florida, Louisiana-Mississippi and northern USA
but only observed heterozygosity comparisons appeared significant between localities
(excepted between Louisiana-Mississippi and France) (Table 3) (Kruskal-Wallis Test for
comparisons of Na and Rs: P > 0.05; Dunn’s multiple comparison test, for all pairs of
localities P > 0.05, and Tukey-Kramer multiple comparison test for comparison of
observed heterozygosity: Florida vs Louisiana-Mississippi g = 0.379, P > 0.05; Florida vs
North of USA, g = 0.21, P > 0.05; Louisiana-Mississipi vs northern USA, g = 0.590, P

>(0.05; France vs Louisiana-Mississipi, ¢ = 3.551, P > 0.05; France vs Florida, q = 3.930, P
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< 0.05; France vs northern USA, q = 4.141, P < 0.05). A comparison between localities in
Louisiana-Mississippi and France localities showed a significant difference in the mean
number of alleles per loci and observed heterozygosity: the mean number of alleles
ranged from 5 to 46 in Louisiana-Mississippi and from 2 to 19 in the French sample
(Mann-Whitney Test; U = 163.50, P < 0.05). Similarly, levels of observed heterozygosity
per locus were estimated at 0.53 = 0.18 in Louisiana-Mississippi as against 0.36 + 0.14 in
France (Un paired t-Test; t = 3.04, df 28, P < 0.01). However, the allelic richness between
these localities did not appear significantly different (Mann-Whitney Test, U = 159, P =
0.056).

Table 4. Comparison of genetic diversity of mtDNA and microsatellites (mean + SE)
between populations in Louisiana-Mississipi and France, number of individuals analyzed
(n) haplotype and nucleotide diversities (Hap. And Nuc.), the mean number of alleles per
locus (Na), allelic richness (Rs) and mean observed heterozygosity (Ho). Comparisons

were assessed using Unpaired t-test or Mann-Whitney tests.

mtDNA Microsatellites

n  Hap.diversity Nuc.diversity | n Na Rs

Ho

Native range

Louisiana-Mississippi | 63  0.951 £ 0.013 0.016 £ 0.008 |59 14.07+3.10 9.16%+547 0.53%0.18

Introduced range

France| 70  0.722 + 0.044 0.006 £0.003 |51 7.40%=1.30 594 +£3.21 0.36 +0.14

Unpaired ¢ - Test P<0.001 P<0.001 P<0.01

Mann-Whitney U P<0.05 NS (P=0.056)




b Bottleneck tests
Sample location n Na mﬂwﬂﬁ mm Rs Ho Hg Wilcoxon test Mode-
1AM SMM  TPM Shift
Florida 35 10.47+1.90 18 790+459  055+023b  0.70+0.25 - = - _
Louisiana Mississipi | 59 14.07+3.10 38 9.16+547 053+0.182 076+ 0.16 - - - _
Northern USA 25 8.60+1.30 18 736+412  057+022° 069+ 0.26 - - - -
France 51 740+130 3 594+321 036:0.143  0.68+0.18 P<001 NS NS No
North of France| 17  5.67 £3.00 1 3.24+1.05 0.34£0.14 0.67 £0.21 P<0.001 NS NS No
Middle of France | 15 4.29+1.98 0 2.79+0.93 0.41+0.22 0.62£0.18 P<0.01 NS NS Yes
South of France| 19  5.4+2.90 0 3.20+0.85 0.34+0.18 0.69 £0.15 P<0.001 NS NS No
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Table 3. Estimates of genetic variation (mean = SD) of 15 microsatellite loci at 4 locations (Florida, Louisiana-Mississippi,
northern USA and France) and within 3 areas of the introduced range (France), number of individuals (n), the mean number of
alleles per locus (Na), number of private alleles, allelic richness (Rs) and mean observed and expected heterozygosity (Ho and Hg).

Results of bottleneck tests (Sign and Wilcoxon tests) and mode shift.



AMOVA analysis using both mitochondrial and microsatellite data showed that the
greatest total variation (87.24% and 92.69%) was explained by differences among
individuals within populations (Table 5). The rest of the variation was found for the
subdivision between populations. There was, therefore, no significant distinction
between the native and introduced populations, suggesting that introduced populations
are genetically close to native populations and that introduction was a relatively recent

event at the geological time scale.

Table 5. Results of analysis of molecular variance of R. flavipes based on mtDNA and
microsatellite data. Variation is determined between populations (Florida, Louisiana-

Mississippi and France) and within populations.

Source of variation df sum of square Varance o/ o variation
components

mMtDNA

**k*k
Between populations 2 74.84 0.61 12.76

**k*k
Within populations 166 693.13 4.17 87.24
microsatellites

*k*
Between populations 2 57.16 0.27 7.31

**k*k
Within populations 287 969.58 3.38 92.69

Testing for bottlenecks

The overall result of quantifying genetic diversity did not reveal any clear bottlenecks
(Table 3). Evidence for a recent bottleneck in France was only found using the 1AM
model. The three specific populations in France showed evidence of a bottleneck using
the IAM model but not using the SMM or TPM models. The fact that few loci seem to
follow the strict SMM model may have contributed to the non significance. Only the
population from the middle of France showed a shift away from the distribution of allele

frequencies.



Discussion

Phylogeography of R. flavipes populations

Our mitochondrial DNA analyses showed a partial geographical structure in native
populations, populations in northern and southern USA being genetically well
differentiated even though some samples of these populations presented an ancestral
position. Phylogenetic analyses revealed two clades within R. flavipes populations. These
include: (1) a portion of populations in northern USA and (2) a portion populations in
southern USA and all the introduced populations, with the exception of the historical
sample from Austria. These findings are also corroborated by the TCS analyses. The data
strongly supports the view that most of the introduced populations of R. flavipes
(France, Germany, Canada, Chile, Uruguay, the Bahamas and California) derived from

populations in southern USA.

Source populations in France

Phylogenetic and TCS analyses identified 13 haplotypes in Europe. From the introduced
populations in France, 6 of the 11 current haplotypes were unique to French
populations. This result may be explained, firstly; by the fact that some sequence
evolution has occurred since introduction. Secondly, in comparison with the haplotype
diversity observed in USA, it is also very possible that other haplotypes existed in the
country but were not sampled. Thirdly, as there were few mutational steps between the
five shared haplotypes and the haplotypes unique to France, it is possible that these

latter may be due to a Taq polymerase error.

One of the main results of this study is that both mitochondrial and microsatellite
analyses suggested that introduced populations in France appear to have come from
Louisiana. The phylogenetic tree based on microsatellites showed that French
populations were more closely related to Louisiana-Mississippi populations than the
other USA populations. All haplotypes shared between the USA and France populations

are found in Louisiana. These five haplotypes (A, C, E, H and K) occur frequently in
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Louisiana, 50% of the Louisiana samples had one of these five haplotypes. Furthermore,
these haplotypes are found in all the sites sampled. In Florida, however, which was also
a major source of samples, only 2 samples had haplotypes that were identical to French
samples. The hypothesis that French populations came from Louisiana is also plausible
from a historical point of view. During the 17¢ and 18¢ centuries, Louisiana was part of
the “New France”, New Orleans was the main trading port to Europe and populations of
R. flavipes could have been accidentally exported to France in agricultural and forestry
shipments. The first invasions of termites in France were described in Rochefort and La
Rochelle, two major ports known for their historical involvement in international

transport in the past (Bobe-Moreau 1843; Quatrefages 1853).

It should be noted that samples from Nebraska, Indiana, and Iowa are the only samples
from northern USA with a haplotype similar to that found in France. These locations on
the extreme limits of the distribution area in the USA (City of New Orleans,

http: //www.termitesurvey.com/distribution/reticulitermes flavipes.shtml), could be an

indication of introduction events from southern USA. In colonial times, Louisiana was a
huge area, extending from the Great Lakes to the Gulf of Mexico, and the Mississippi
River was the backbone of the colony. Populations of R. flavipes may well have been

transported to northern USA on the Mississippi river.

Number of introduction events in France

Mitochondrial DNA is subject to strong genetic drift because of its maternal and haploid
mode of inheritance (Avise et al. 1994) and most of its variation can be lost during
introduction bottlenecks (Villablanca et al. 1998). However, it has proved to be
informative in the case of multiple sources of invasion (Kolbe et al. 2004). Furthermore,
in the case of Reticulitermes termites, mitochondrial DNA is particularly revealing as
each colony is generally founded by a single diploid pair to whom all progeny are
related, inducing the presence of a unique mtDNA in the colony and future queens.
However, all the haplotypes shared between France and the USA are only found together
one location, making it impossible to determine the number of introduction events and
suggesting two scenarios. First, it is possible that a single founder event could be the

origin of several haplotypes in France if there were multiple queens of different lineages.


http://fr.wikipedia.org/wiki/XVIIe_si%C3%A8cle
http://fr.wikipedia.org/wiki/XVIIIe_si%C3%A8cle
http://www.termitesurvey.com/distribution/reticulitermes_flavipes.shtml

Secondly, multiple introductions may have occurred from a single or several locations.
Generally, invading insects show the signature of multiple invasions and a previous
study strongly suggested that multiple introductions may be the rule rather than the
exception (Novak 2007).

Reduction of genetic diversity and invasion success in France

The loss of genetic diversity during colonization and spread through different continents
has been observed in several invading insect pests (Tsutsui et al. 2000; Gasperi et al.
2002; Grapputo et al. 2005; Chen et al. 2006; Puillandre et al. 2008; Valade et al. 2009).
As might be expected, the populations introduced into France appear to be genetically
less diverse than the native populations. This was true for haplotype diversity as well as
nucleotide diversity. Measures of genetic diversity are known to be sensitive to sample
size (Muirhead et al. 2008), given the number of samples taken from Florida, Louisiana
and France, the results for these populations can be considered more closely. Based on
microsatellite data, the French populations appear to have a reduced genetic diversity,
particularly in comparison with the most probable source populations (Louisiana-
Mississippi). These patterns are in accordance with the expectation that introduced
populations suffered a founder effect. However, it is more difficult to establish whether
they passed through sequential bottlenecks, because the bottleneck test results were

inconclusive.

The success of an invasive species is generally thought to be based on high genetic
diversity, which allows them to adapt in the invaded environment (Sakai et al. 2001).
The genetic analyses of introduced populations of R. flavipes did not show high genetic
variability, despite their invasion success in France. Recently, authors have suggested
that, given the prevalence of introduced populations that were successfully established
even though they showed a reduction in genetic diversity, the disadvantage associated
with the reduction of genetic diversity may have been previously over-estimated
(Dlugosch and Parker 2008a; Dlugosch and Parker 2008b). As the founder events and
bottlenecks do not completely eliminate genetic diversity (Nei et al. 1975), the
adaptation of the introduced populations would not seem to be so paradoxical. If the

reduced genetic diversity of the invasive populations had undergone a founder effect
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and/or bottleneck, this would be have allowed the population to adapt. Consequently,
even though introduced populations of R. flavipes seem to have suffered a founder effect,
the genetic diversity could be sufficient to allow an adaptive response to the new

environment.

Another explanation for the paradox of reduced genetic diversity and invasive success of
social insects can be considered; the advantages of significant genetic similarity (Tsutsui
et al. 2000). In invasive ants, reduced genetic diversity has often been associated with
reduced intraspecific aggression and the formation of interspecifically dominant
supercolonies that were able to invade successfully (Tsutsui et al. 2003; Fournier et al.
2009; Orivel et al. 2009). This genetic similarity could be beneficial for colonization by
introduced populations of R. flavipes. In addition to the reduced genetic diversity in
French populations, we have recently demonstrated chemical homogeneity (Perdereau
et al. submitted), a lack of intraspecific aggression (Perdereau et al. submitted), and a
high capacity of colony fusion (Perdereau et al. 2010). In view of this, the genetic
similarity associated with the reduced genetic diversity observed could lead to

widespread ecological success in introduced populations of R. flavipes.
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Table 1. Origin of samples of R. flavipes from native and introduced ranges.

Country Location Map references | Genbank Accession No. | mtDNA |nuclearDNA
Petit Quevilly (Seine-Maritime) Frl A X
Pacy sur Eure (Eure) Fr2 D
Paris 7ieme Bourdonnais Av (lle de France) Fr3 A
Paris 8ieme Lagarde street (lle de France) Fr4 A
Paris 8ieme Vignon street (lle de France) Fr5 A
Paris 9ieme Gerando street (lle de France) Fré A
Paris 11ieme Voltaire 1Bld (lle de France) Fr7 A X
Paris 11iéme Voltaire 2 Bld (Ile de France) Fr8 D X
Paris 11iéme Beaumarchais Bld(lle de France) Fr9 A X
Paris 13ieme V. Auriol Bld (Ile de France) Fr10 D
Paris 13iéme Dunois street (lle de France) Fril A
Paris 16iéme L. David street (lle de France) Fri2 F
Paris 16iéme Pompe street (lle de France) Fri3 A
Puteaux (lle de France) Fri4 A X
Pantin (Ile de France) Fris F
Bagnolet (lle de France) Fri6 D X
Montreuil (lle de France) Fri7 D
Créteil (lle de France) Fri8 D X
Lemans (Sarthe) Fr19 A
La Baule-escoublac (Loire-Atlantique) Fr20 E X
Saumur (Maine-et-Loire) Fr21 K X
Tours (Indre-et-Loire) Fr22 B
Tours Bergeronnerie (Indre-et-Loire) Fr23 B X
Joué les Tours 1 (Indre-et-Loire) Fr24 B X
Joué les Tours 2 (Indre-et-Loire) Fr25 B X
Villandry (Indre-et-Loire) Fr26 B
Richelieu (Indre-et-Loire) Fr27 A
St Martin de Macon (Deux-Sévres) Fr28 A X
Thouars (Deux-Seévres) Fr29 A
Ciron Chateau de Romefort (Indre) Fr30 A X
Poitiers (Vienne) Fr31 A X
Jazeneuil (Vienne) Fr32 A
La Couarde (Deux-Sévres) Fr33 A X
Niort (Deux-Sévres) Fr34 A X
France Olonnes (Vendée) Fr35 A
Ile de Ré (Charente-Maritime) Fr36 A
Europe .
La Rochelle (Charente-Maritime) Fr37 A X
lle d'Aix (Charente-Maritime) Fr38 C X
lle d'Oléron Boyardville (Charente-Maritime) Fr39 A X
Ile d'Oléron Saumonard (Charente-Maritime) Frd0 C X
Introduced Ile d'Oléron Sables-Vigniers (Charente-Maritim Fra1 C X
range Ile d'Oléron St Trojan 1 (Charente-Maritime) Fra2 C X
Ile d'Oléron St Trojan 2 (Charente-Maritime) Fr43 A
Rochefort (Charente-Maritime) Fra4 A
La Coubre (Charente-Maritime) Fra5 C X
La Tremblade (Charente-Maritime) Fra6 C X
Saintes (Charente-Maritime) Fra7 C X
St Georges de Didonne (Charente-Maritime) Fr48 C X
Mortagne sur Gironde (Charente Maritime) Fr49 A X
Vindelle (Charente) Fr50 A X
Jarnac (Charente) Fr51 A X
Galgon (Gironde) Fr52 C X
St-Loubes (Gironde) Fr53 | X
Pessac (Gironde) Fr54 H X
Talence (Gironde) Fr55 A X
St-Médard en Jalles 1 (Gironde) Fr56 C X
St-Médard en Jalles 2 (Gironde) Fr57 C X
La Teste-de-Buch (Gironde) Fr58 C X
Arcachon (Gironde) Fr59 C X
St-Michel de Montaigne (Dordogne) Fr60 A X
Castillon-la-Bataille (Gironde) Frél A X
Bergerac (Dordogne) Fr62 J X
Eymet (Dordogne) Fré3 A X
Montauban (Tarn-et-Garonne) Fré64 E X
Montans (Tarn) Fré65 B X
Albi (Tarn) Fré6 B X
St Pierre d'Irube (Pyrénées-atlantiques) Fr67 C X
Anglet (Pyrénées-atlantiques) Fré8 C X
Toulouse (Haute-Garonne) Fr69 G X
Martigues (Bouches-du Rhone) Fr70 A X
Germany [Hambourg Germany Not represented | AF 525323 Austin et al 200! N
Austria  [Vienna Austria Not represented AV
Quillota 1 Not represented BM
Quillota 2 Not represented BM
Chili Limache Not represented BM
Valparaiso Not represented BM
America Vina del Mar Not represented BM
Uruguay Uruguay 1 Not represented |AY808078 Su et al. 2006 BM
Uruguay 2 Not represented |AY808080 Su et al. 2006 A
USA Bahamas USA 37 AF525322 Austin et al. 2002| BH
Sacramento California Not represented |[AY808087 Su et al. 2006 H
Canada _|Toronto USA 38 AF525324 Austin etal. 200 K
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Country Location Map references | Genbank Accession No. | mt DNA [nuclearDNA
Lincoln Nebraska 1 USA 3 A
Lincoln Nebraska 2 USA 4 AF525325 Austin et al 2002 BD
lowa city lowa USA 5 A
Nashville Tennessee USA7 AV
Fairland Indiana USA 8 A
Columbus Ohio USA 9 BL
West Virginia 1 USA 10 CB X
West Virginia 2 USA 11 w X
West Virginia 3 USA 12 AA X
Delaware WC 1 USA 13 BT X
Delaware WC 2 USA 14 BX X
Delaware WC 3 USA 15 BY X
Delaware LP 1 USA 16 BY X
Delaware LP 2 USA 17 BZ X
Delaware LP 3 USA 18 BT X
North USA Delaware LP 4 USA 19 CA X
North East of Virginia 1 USA 20 BT X
North East of Virginia 2 USA 21 BX X
North East of Virginia 3 USA 22 cC X
North East of Virginia 4 USA 23 cD X
South East of Virginia 1 USA 24 BU X
South East of Virginia 2 USA 25 BT X
North Carolina 1 USA 26 BS X
North Carolina 2 USA 27 BT X
North Carolina 3 USA 28 BV X
North Carolina 4 USA 29 BU X
North Carolina 5 USA 30 BW
South Carolina 1 USA 31 BO X
South Carolina 2 USA 32 BN X
South Carolina 3 USA 33 BP X
South Carolina 4 USA 34 BQ X
South Carolina 5 USA 35 BR X
Odessa Texas USA 1 BJ
Dallas Texas USA 2 L
Fayetteville Arkansas USA 6 BK
Native USA Valdosta Georgia USA 36 Bl
range Gainsville Florida 1 FL1 AM X
Gainsville Florida 2 FL2 AL X
Gainsville Florida 3 FL3 AN X
Perry Florida 1 FL4 AC X
Perry Florida 2 FL5 AO X
Newport Florida FL6 AW X
Sapchoppy Florida FL7 AU X
East Point Florida FL8 AX X
Apalachicola Florida FL9 AT X
Inlet Beach Florida FL10 AS X
Destin Florida FL11 AV X
Milton Florida 1 FL12 AY X
Milton Florida 2 FL13 AZ X
Milton Florida 3 FL14 AT X
Milton Florida 4 FL15 L X
South USA Blackriver Kurl Florida 1 FL16 AP X
Blackriver Kurl Florida 2 FL17 AQ X
Blackriver Kurl Florida 3 FL18 AR X
Wakulla spring SP Florida 1 FL19 A X
Wakulla spring SP Florida 2 FL20 A X
Wakulla spring SP Florida 3 FL21 AC X
Wakulla spring SP Florida 4 FL22 AC X
Ostulee SP Florida 1 FL23 AM X
Ostulee SP Florida 2 FL24 AL X
Ostulee SP Florida 3 FL25 AL X
Ostulee SP Florida 4 FL26 AL X
Ostulee SP Florida 5 FL27 AK X
Paynes prairies SP Florida 1 FL28 AL X
Paynes prairies SP Florida 2 FL29 BB X
Paynes prairies SP Florida 3 FL30 AL X
Paynes prairies SP Florida 4 FL31 AM X
Secret Wood Florida FL32 AM X
USDA Fort Lauderdale Florida FL33 BA X
Alachua Florida FL34 AF525321 Austin etal 2002 BE
Ocala Florida 1 FL35 BF X
Ocala Florida 2 FL36 BG X




Country Location Map references | Genbank Accession No. | mtDNA [nuclearDNA
New Orleans Louisiana 1 LA1 BC X
New Orleans Louisiana 2 LA2 H X
New Orleans Louisiana 3 LA3 K X
New Orleans Louisiana 4 LA4 A X
New Orleans Louisiana 5 LAS E X
New Orleans Louisiana 6 LA6 E X
New Orleans Louisiana 7 LA7 AE X
New Orleans Louisiana 8 LA8 K X
New Orleans Louisiana 9 LAS AG X
New Orleans Louisiana 10 LA10 AH X
New Orleans Louisiana 11 LA11 A X
New Orleans Louisiana 12 LA12 AC X
New Orleans Louisiana 13 LA13 AC X
New Orleans Louisiana 14 LA14 AF X
New Orleans Louisiana 15 LA15 AE X
New Orleans Louisiana 16 LAl6 E X
New Orleans Louisiana 17 LA17 AC X
New Orleans Louisiana 18 LA18 H X
New Orleans Louisiana 19 LA19 H X
Lafitte Louisiana 1 LA20 Al X
Lafitte Louisiana 2 LA21 E X
Lafitte Louisiana 3 LA22 H X
Lafitte Louisiana 4 LA23 AJ X
Lafitte Louisiana 5 LA24 E X
Lafitte Louisiana 6 LA25 E X
Lafitte Louisiana 7 LA26 AC X
Kenner Louisiana LA27 A X
Laplace Louisiana LA28 AD X
North Lake Nature Center Louisiana 1 LA29 H X
North Lake Nature Center Louisiana 2 LA30 L X

Native North Lake Nature Center Louisiana 3 LA31 M X

range USA South USA |North Lake Nature Center Louisiana 4 LA32 C X
Fontainebleau Park Forest Louisiana 1 LA33 (0] X
Fontainebleau Park Forest Louisiana 2 LA34 L X
Fontainebleau Park Forest Louisiana 3 LA35 P X
Pearl River Louisiana 1 LA36 Q X
Pearl River Louisiana 2 LA37 K X
Pearl River Louisiana 3 LA38 U X
Pearl River Louisiana 4 LA39 R X
Pearl River Louisiana 5 LA40 S X
Pearl River Louisiana 6 LA41 T X
Blush Louisiana 1 LA42 Q X
Blush Louisiana 2 LA43 z X
Blush Louisiana 3 LA44 T X
River of Mississipi nextto New Orl LA45 H X
St Gabriel Louisiana 1 LA46 A X
St Gabriel Louisiana 2 LA47 E X
St Gabriel Louisiana 3 LA48 H X
St Gabriel Louisiana 4 LA49 E X
Baton Rouge Louisiana 1 LA50 H X
Baton Rouge Louisiana 2 LA51 K X
Baton Rouge Louisiana 3 LA52 A X
Baton Rouge Louisiana 4 LAS3 AB X
Baton Rouge Louisiana 5 LA54 A X
Mississipi 1 MI55 Vv X
Mississipi 2 MI56 w X
Mississipi 3 MI57 o} X
Mississipi 4 MI58 X X
Mississipi 5 MI59 Y X
DeSoto National Forest Mississipi 1 MI60 L
DeSoto National Forest Mississipi 2 Mi61l A
DeSoto National Forest Mississipi 3 MI62 AV
DeSoto National Forest Mississipi 4 MI63 AQ
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Au cours de cette these, nous avons cherché a déterminer si des variations de
'organisation sociale existaient entre les populations natives et introduites du termite R.
flavipes, si elles avaient évolué suite a I'introduction et si elles étaient impliquées dans
son succes invasif.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette these confirme que
certaines caractéristiques de I'organisation sociale varient entre les populations
inroduites en France et les populations natives aux USA. Dans cette discussion,
nous allons plus particulierement nous attacher a (i) discuter de I'implication de
ces variations sur le succés invasif et (ii) émettre des hypothéses concernant les

mécanismes évolutifs a I'origine de celles-ci.

[.  Organisation sociale et succes invasif

Nos résultats ont montré que deux aspects principaux de I'organisation sociale varient
entre les populations natives et introduites de R. flavipes : (i) le manque d’agressivité et
la fusion coloniale (Article 1 et 2) et (ii) la présence permanente de nombreux

reproducteurs secondaires (néoténiques) fonctionnels au sein des colonies (Article 1).

1. Absence d’agressivité intraspécifigue et fusion coloniale : une forme d’unicolonialité

chez un termite ?

La fusion coloniale est observée lorsqu’au moins deux colonies non apparentées
fusionnent pour devenir une colonie unique. Ce phénomene a été identifiée au cours de
I’étude 1 en proportion importante alors qu'il est apparu sous estimé. Ce phénomene de
fusion est un résultat majeur: d’'une part car il n’avait jamais été décrit dans une
population introduite de R. flavipes, mais également parce que la proportion observée
dans la population de St Trojan est la plus importante jamais observée dans une
population de Reticulitermes (Article 1). La fusion entrainant un mélange des
membres de chaque colonie fusionnée, elle a été détectée par la présence de plus de 4
alleles a au moins un loci. Ce critéere ne permet pas de savoir si une éventuelle
reproduction entre les reproducteurs des différentes colonies existe. Néanmoins,

I'analyse de la distribution allélique des colonies fusionnées a St Trojan, ne nous ayant

211



pas permis de détecter des familles distinctes, suggérait une reproduction entre les
reproducteurs de chaque colonie. D’autres études sont nécessaires pour confirmer cette

hypothese.

La fusion coloniale peut étre associée a un autre caractere spécifique étudié au cours
de cette these : 'absence d’agression intraspécifique (Article 2). En effet, une étape
qui semble obligatoire pour qu'’il y ait fusion coloniale est I'absence d’agression entre
individus, afin d’avoir une acceptation mutuelle des colonies. L’ouverture coloniale
permanente des populations introduites de R. flavipes en France a été notée dans
plusieurs précédentes études (Clément 1978, Clément 1986, Bgneres 1989). Une totale
absence d’agression entre colonies n’est pas un phénomene habituel chez les
Reticulitermes (Thorne and Haverty 1991). Chez de nombreuses especes de ce genre,
méme si 'ouverture coloniale est possible, une agressivité entre colonies a toujours été
observée avant les périodes d’essaimages (Clément 1978a, Clément 1986). Une
agression intraspécifique ayant déja été notée dans les populations américaines de R.
flavipes (Polizzi and Forschler 1998, Fisher and Gold 2003), le manque d’agressivité
coloniale apparait étre un caractere particulier des populations introduites de R.
flavipes (Article 2). Cette absence d’agressivité dans les populations introduites de R.
flavipes pourrait étre une des causes de I'importante proportion de colonies fusionnées

observée.

Nous avons également observé que les colonies des populations introduites sont
spatialement vastes pouvant s’étendre sur 600 metres (la plus grande colonie observée
de Reticulitermes, mais voir Leniaud et al. 2009) (Article 1). En comparaison, les colonies
des populations natives de R. flavipes présentent une étendue d’'une centaine de metres
au grand maximum, ce qui est également le cas des colonies des autres espéces du genre
Reticulitermes, que ce soit en Europe ou aux USA (revu dans Vargo et Husseneder 2009).
Seules les populations de R. flavipes en France font exception. Ainsi, le capacité des
colonies a fusionner entre elles, permettrait 'augmentation de la surface

coloniale.

L’absence totale d’agression entre colonies, l'aptitude des individus a
circuler librement et la formation de colonies spatialement étendues trouvées dans

les populations introduites de R. flavipes sont des caractéres rappellant la définition
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d’'une population unicoloniale. Plusieurs définitions de I'unicolonialité chez les fourmis
invasives ont été énoncées. Helanterda et al. (2009) définissent une population
unicoloniale comme une population constituée d'une colonie unique contenant plusieurs
nids étant tellement éloignés que des interactions directes entre eux sont impossibles.
Suarez et al. (2008) donnent comme définition : une absence de comportement agressifs
entre les nids d’'une population. La définition initiale énoncée par Bourke et Franks
(1995) décrit une population unicoloniale comme une population entiére contenant
plusieurs nids sans frontieres nettes ou il existe des échanges entre les membres de
chacun des nids. Toutes les définitions qui viennent d’étre énoncées pour caractériser
une population unicoloniale correspondent a la forme d’organisation sociale trouvée

pour la population de R. flavipes a St Trojan.

Une organisation unicoloniale est observée chez les 5 especes de fourmis
hautement invasives : Anoplolepis gracilipes, Linepithema humile, Pheidole megacephala,
Solenopsis invicta et Wasmannia auropunctata, comme nous l’avons vu précédemment
dans la synthese bibliographique (p.49) (Morel et al. 1990, Le Breton et al. 2004,
Drescher et al. 2007, Suarez et al. 2008, Fournier et al. 2009, Orivel et al. 2009, Helantera
2009, Thomas et al. 2010). Chez les espéces ou l'aire native est connue dans le cas de la
fourmi d’argentine, L. humile, et de la petite fourmi de feu, W. auropunctata, les
populations invasives montrent uniquement une organisation sociale unicoloniale dans
I'aire d’introduction (mais voir Vogel et al. 2009, 2010). De maniére similaire, les
populations natives de R. flavipes possedent tres peu de colonies fusionnées (seulement
3.30% dans les populations américaines) comparé aux populations introduites (31%)

dont le nombre est surement sous estimées.

Implication de l'absence d’agressivité intraspécifique et de la fusion dans le succes invasif

de R. flavipes

L’absence d’agression entre les colonies des populations introduites de R. flavipes
est le premier caractere impliqué dans le succes invasif. En effet, la compétition
intraspécifique est un phénomeéne qui permet la régulation des populations. L’absence
des cofts liés a la territorialité permet aux colonies du termite introduit de consacrer

plus d’énergie a d’autres activités comme la croissance coloniale, la recherche et la
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collection de nourriture (Holway et al. 1998). Cette caractéristique remarquable
représente un avantage non négligeable par rapport aux espeéces de Reticulitermes

compétitrices et notamment face aux populations sympatriques de R. grassei (Article 2).

Cette forme d’organisation sociale permet de gagner un large territoire (Holway
et al. 2002) et favorise la saturation de I’habitat pour les autres espeéces compétitrices.
Comme il a été démontré chez les fourmis, I'unicolonialité est un moyen d’acquérir une
dominance interspécifique en augmentant la densité des ouvriers au sein de la colonie
(Holway 1999, Holway et al. 2002). La présence de colonies spatialement plus grandes
et denses dans l'aire d’'introduction que dans l'aire native est un caractere également
retrouvé dans les populations introduites du Bourdon Bombus terrestris en Nouvelle
Zélande et en Tasmanie (Buttermore 1997) mais également celles du frelon asiatique

Vespa velutina en France (Darrouzet 2010).

De plus, les tests d’agression révelent qu’a nombre égal les individus de R. flavipes
dominaient les individus de I'espece autochtone R. grassei (Article 2). Par conséquent, en
plus de la supériorité numérique dans les populations de St Trojan, les individus de R.
flavipes semble posseder une forte agressivité. La supériorité interspécifique a souvent
été citée comme un caractere spécifique des especes invasives aussi bien animales que
végétales (Blossey and Notzold 1995, Holway and Suarez 2004). Elle semble étre
nécessaire pour pouvoir s’établir avec succes dans les environnements ou les niches

écologiques visées sont déja occupées.

L’unicolonialité semble donc étre un caractére analogue aux populations de
fourmis. Le phénomeéne de fusion dans les populations introduites de R. flavipes
pourrait étre un mécanisme analogue permettant aux colonies d’atteindre une
densité élevée d’ouvriers et une dominance interspécifique dans le nouvel

environnement.

2. Lanéoténie : une augmentation du nombre de reproducteurs
Nous avons pu corroborer au cours de I'étude de I'article 1 que les colonies de R.
flavipes en France contenaient toujours des reproducteurs secondaires, en

proportion plus élevée que la majeure partie des colonies des populations
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américaines (78.80% de leurs colonies de type étendu ont moins de 10 reproducteurs
secondaires fonctionnels) (Vargo and Husseneder 2009). Nous avons noté qu’aucune
colonie contenant seulement le couple fondateur n’était observée. Pourtant, ce type
familial « simple » correspond a la structure initiale d’'une colonie lors de la fondation
d’'un nouveau nid par des essaimants et est celle la plus fréquemment rencontrée dans
les colonies du genre Reticulitermes (75% des colonies) (Vargo and Hussenender 2009).
La présence constante de nombreux reproducteurs au sein de toutes les colonies
francaises et I'absence de familles simples, peuvent étre reliées a un seul phénomene :
les individus des colonies francaises auraient une capacité de différenciation en
néoténiques fonctionnels plus rapide, dés la fondation de la colonie, que les
individus américains. Dans ce sens, il a récemment été observé que les néoténiques de
R. flavipes en France semblent se différencier bien plus rapidement que celle de I'espece

européenne R. grassei (Pichon et al. 2007, Leniaud 2008, Leniaud et al. in prep).

Les populations de R. flavipes en France semblent ne pas étre les seules a présenter
cette capacité a produire de nombreux reproducteurs secondaires. Plusieurs études
faites sur des colonies collectées en dehors ou a la limite de l'aire de répartition
naturelle de R. flavipes sont composées également de nombreux néoténiques (supérieur
a 100 par colonie) (Toronto : Grace et al. 1989, Wisconsin : Esenther 1969, Nebraska :
DeHeer and Kamble 2008). Une forte capacité des colonies a produire des néoténiques
fonctionnels est également observée chez d’autres populations introduites de termites
souterrains du genre Coptotermes (i.e C. lacteus, C. acinaformis, et C. frenchi) (Lenz and
Barrett, 1982). La production accrue en néoténiques dans les colonies apparait étre un
caractere commun aux populations de termites introduites. Néanmoins, une seule
exception existe chez Coptotermes formosanus : les populations introduites possedent
majoritairement des colonies de type famille simple, et lorsqu’elles sont de type étendu,
elles ne contiennent que tres peu de néoténiques (Husseneder et al. 2008, Vargo and

Husseneder 2009).

La néoténie (capacité des individus a se différencier en reproducteurs
secondaires/néoténiques) est un phénomene répandu chez les termites inférieurs, plus
de 60% des genres montre cette capacité (Myles 1999). Ils peuvent se différencier a

partir d’ouvriers ou de nymphes, et se développer dans deux contextes sociaux : (i) soit
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se sont des reproducteurs de remplacement lorsqu’un reproducteur primaire meurt, ou
bien a la suite d'un abandon ou d’une fragmentation de la colonie, (ii) soit ils forment
des reproducteurs supplémentaires malgré la présence des reproducteurs primaires.
Rappelons que la néoténie n’est possible que par le caractere hémimétabole du
développement des Isopteres (tous les individus sont des immatures a I’'exception des
ailés) ; ce sont des mues successives qui permettent la différenciation en néoténiques
(Thorne 1996). De ce fait, la néoténie, en permettant la présence de plusieurs
reproducteurs au sein des colonies, peut étre vue comme une autre forme de
polygynie observée fréquemment chez les Hyménoptéeres (Thorne 1985). En effet, la
polygynie est définie comme la présence de plusieurs reines reproductrices au sein
d’'une colonie (Passera 1994). Une colonie peut devenir polygyne par plusieurs
mécanismes, comme l'adoption de nouvelles reines dans des nids déja établis, par
pléiométrose (fondation d’'une colonie par des sceurs), ou par le maintien des filles au
nid (Keller and Vargo 1993) (les sociétés d’Hyménopteres étant composés
essentiellement de femelles, nous ne parlerons pas de polyandrie, caractérisée par la
possibilité pour les reines de s'accoupler avec plusieurs males). De nombreuses especes
d’Hyménopteres introduites en dehors de leur aire de répartition naturelle montrent
des colonies polygynes. C’est le cas de 147 especes de fourmis (McGlynn 1999) et de la
guépe Vespula germanica introduite en Australie (Donovan et al. 1992), dont les colonies
sont toutes polygynes, alors que dans l'aire native elles présentent une forme
exclusivement monogyne. Les populations introduites de R. flavipes présentent une
forme extréme de néoténie, comme ce qui a été reporté chez la guépe a papier Polistes
dominulus (Liebert et al. 2008). De méme, la fourmi de feu Solenopsis invicta présente
des colonies polygynes nord-américaines pouvant contenir plus de 200 reines (Ross and
Keller 1995). Chez une autre espece de termite, Reticulitermes urbis, 1a présence d'une
forme extréme de néoténie a également été suggérée dans les populations introduites en

France (Leniaud 2008, Leniaud et al. 2009).

Implication de la néoténie dans le succes invasif de R. flavipes

L’accroissement de la population passe principalement par la reproduction bien
que I'immigration puisse aussi renforcer l'effectif des populations (Ricklefs and Miller

2005). Ainsi, le premier avantage apporté par le nombre élevé de reproducteurs
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secondaires fonctionnels, de 10 a 300, au sein de toutes les colonies des populations
introduites de R. flavipes, est d’augmenter considérablement le taux de reproduction, en
comparaison a une colonie composée seulement des reproducteurs primaires (Howard
and Haverty 1980). La conséquence directe a cette augmentation de la reproduction est
'accélération de la croissance coloniale (Vargo and Fletcher 1989). Nos observations sur
le terrain ont pu confirmer cette importante croissance coloniale. Toutes les colonies de
R. flavipes sur I'lle d’Oléron présentent une densité élevée d’individus et sont
spatialement tres étendues en comparaison avec celles de R. grassei. La présence de
nombreux néoténiques, en maximisant la croissance coloniale, favoriserait la survie et

'expansion de la population.

La présence de nombreux néoténiques présente un autre avantage, celui
d’augmenter la dispersion. A l'inverse de la reproduction classique par essaimage, la
néoténie permet une dispersion de proche en proche par bouturage donnant naissance a
des nids satellites. Il est souvent assumé que les vastes surfaces de fourragement
atteintes dans les colonies de certaines especes du genre Reticulitermes, sont dues a de
nombreux reproducteurs néoténiques (Grube and Forschler 2004). Tout comme la
fusion coloniale, la forme extréme de néoténie des populations introduites de R. flavipes
permet une grande expansion territoriale des colonies. Cependant, il est possible que les
nids satellites se dessoudent de la colonie principale (Myles and Nutting 1988). Dans ce
cas, une capacité accrue a se différencier en reproducteurs secondaires permet la survie

du nid.

Un autre atout majeur apporté par la néoténie est I'augmentation des chances de
s’établir de facon permanente dans d’autres milieux, et notamment lors de la
propagation par I'homme. Il semblerait que la capacité a produire des reproducteurs
secondaires ait joué un rdéle principal dans la dispersion et 'expansion de R. flavipes
(Vieau 2001). En effet, R. flavipes se trouve essentiellement réparti dans des zones
urbaines et pres des aires anthropisées dans les milieux forestiers (maison forestieres,
parking). Cette répartition en patch met en évidence une dispersion non aléatoire,
influencée principalement par les activités humaines. En France, R. flavipes est I'espece
retrouvée la plus communément dans les villes (Figure 10 p.75). Elle est presque la

seule a occuper le nord du pentagone, aire située en dehors de la répartition naturelle
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des Reticulitermes en Europe (localisée essentiellement sur le pourtour méditerranéen,
Figure 7 p.72). Ce succés de colonisation urbaine apparait essentiellement di a la
capacité a se différencier rapidement en reproducteurs secondaires. Une étude a montré
que, chez les Reticulitermes, seul un petit nombre d’ouvriers (30) suffisait pour que des
néoténiques se différencient, assurant ainsi la pérennité d'un groupe fragmenté (Pichon
et al. 2007). L’étude d’une population du termite R. urbis introduit en France illustre un
bel exemple du réle de la néoténie dans la survie et la dispersion de portions de colonies.
En effet, Leniaud et al. (2009) ont mis en évidence qu’'une seule entité génétique existait
dans la ville de Domeéne (Isere) sur 7 Ha. Cette entité composée de différents nids non
connectés, mais génétiquement indifférenciés, révele comment, a partir d’'une seule
colonie, une ville peut étre infestée via 'homme, grace a la survie de groupes d’individus
dispersés et par la différenciation en reproducteurs secondaires. R. flavipes semble s’étre
installé avec succes dans de nombreuses villes francaises par la capacité des individus a
se différencier rapidement en de nombreux néoteniques fonctionnels lors de transports
de morceaux de colonies (transport de bois, humus, pots de fleurs). Néanmoins, la
reproduction par les néoténiques pourrait avoir aussi un sérieux désavantage, celui
d’entrainer une dépression de consanguinité (DeHeer and Vargo 2006), connue pour

avoir des effets néfastes sur les populations (Keller and Waller 2002).

Tout comme les populations invasives de R. flavipes, de nombreuses études chez
des especes végétales et animales introduites montrent que des changements operent
sur des caractéres de dispersion, croissance et développement des organismes en les
augmentant (Huey et al. 2000, Phillips et al. 2006a, Lavergne and Molofsky 2007,
Dlugosch and Parker 2008b). Ces modifications favoriseraient la survie et une expansion

rapide des populations invasives.

La forme extréme de polygynie dans les populations introduites des
termites du genre Reticulitermes semble également étre un caractére analogue a
celles des Hyménopteres sociaux. Un nombre important de reproducteurs dans
les colonies des populations introduites de R. flavipes semble avoir favorisé son

établissement en France.
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3. Unicolonialité et polygynie chez les insectes sociaux introduits

Comme il a été remarqué chez les insectes sociaux (Chapman and Bourke 2001),
les carctéristiques de l'organisation sociale dans les populations introduites semblent
étre responsables du succes invasif de R. flavipes. Ils engendrent un avantage, au moins a
court terme, pour coloniser I'aire d’'introduction. Le manque d’agression associé a la
capacité a fusionner, ainsi que la supériorité interspécifique, révelent comment les
populations introduites de R. flavipes se sont installées avec succes dans le nouvel
environnement, tout en étant parfois en compétition avec une espéce indigéne. La
forme extréme de néoténie montre comment les populations introduites ont pu se

disperser efficacement et envahir notre pays.

Ces deux modifications de I'organisation sociale des populations francaises de R.
flavipes semblent étre analogues a ceux des Hyménopteres sociaux introduits. Alors que
I'eusocialité est apparue indépendamment chez les termites et les fourmis, 'acquisition
de ces mémes caracteres pourrait illustrer un bel exemple de convergence évolutive

(Annexe 1. Lexique p.241) a travers le phénomene d’invasion biologique.
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I1.

Comment expliquer les variations observées entre les populations natives
et introduites ?

Au cours de cette these, nous avons montré que des variations de 'organisation
sociale existaient entre les populations du termite R. flavipes. Plusieurs hypotheses

pourraient expliquer ces variations.

1. Hybridation interspécifiqgue

Apres l'événement d’introduction, I'évolution de caracteres adaptés au nouvel
environnement dans les populations introduites peut se faire par hybridation avec les
especes locales (Abbott et al. 2003). Un exemple qui peut étre cité pour illustrer ce
phénomene d’hybridation est celui du croisement entre une abeille européenne (Apis
mellifera ligustica ou iberiensis) et I'abeille africaine (Apis mellifera scutellata) qui a
donné naissance a un hybrides viable plus agressif, dénommé l'abeille tueuse (Schneider
et al. 2004). L’hybridation chez les Reticulitermes a été démontrée entre la sous espece
Reticulitermes lucifugus corsicus et l'espece italienne R. lucifugus dans la région
provencgale. Cette sous espece serait issue en premier d'une différenciation de R.
lucifugus au début du Pléistoceéne lors de la formation des iles Tyrrhéniennes, puis de
croisements trans-tyrrhéniens multiples, induits indirectement par 'homme, suivies
d’hybridations introgressives (Lefebvre et al. 2008). Les modifications observées dans
les populations introduites de R. flavipes pourraient résulter d’'une hybridation avec une
espece locale. Par vigueur hybride (la supériorité pour de nombreux caractéres de
lI'individu hybride résultant du brassage des différents alléles des différentes especes), une
lignée hybride possédant les alleles impliqués dans la capacité a fusionner et a produire
de nombreux néoténiques aurait pu étre sélectionnée. Par la répartition des populations
introduites de R. flavipes, une seule possibilité d’hybridation est possible, celle avec R.
grassei. Or, aucune donnée génétique et chimique ne montre d’hybridation a Oléron,
zone ou les deux especes coexistent et auraient pu potentiellement se croiser. Ainsi,
I’hypothese d’'une hybridation avec une espece locale de Reticulitermes apparait peu

probable.

2. Plasticité phénotypique

Une autre hypothese serait que les variations de l'organisation sociale soient le

résultat de la plasticité phénotypique (Annexe 1. Lexique p.241). Sous l'influence de
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nouveaux facteurs environnementaux, les colonies des populations introduites en
France exprimeraient une forme extréme de néotenie et de capacité a fusionner. Cette
hypothese semble également peu plausible, car la variation des facteurs écologiques
existant entre les populations américaines, devrait faire apparaitre des variations
phénotypiques associées. Cependant, les populations de R. flavipes aux USA, de I'état du
Massachussetts a celui de la Caroline du Sud, montre une variation graduelle seulement
au niveau de la proportion de colonies contenant des reproducteurs secondaires, celle-ci
étant plus importante dans le Nord (59% de colonies sont de types familles étendues
dans la population du Massachussetts) (Vargo and Husseneder 2009). Méme si les
facteurs environnementaux semblent étre hautement variable entres les populations de
ces états aux USA, le degré de variations de I'organisation sociale observé sur la néoténie
n’a rien a voir avec celles trouvées dans les populations introduites en France. Il est
difficile d’envisager ainsi que les variations observées dans les populations francaises
soient la seule réponse a des conditions écologiques locales. De plus, contrairement aux
plantes, les variations de caractéres biologiques suite a des événements d’'introduction
chez les animaux sont rarement attribuées au seul résultat de la plasticité phénotypique

(Facon et al. 2006, Dlugosch and Parker 2008b)

3. Effet fondateur

Il est également possible que les populations sources des francaises en France
possédaient déja de fortes capacités a produire des néoténiques fonctionnels et a
fusionner. Cette supposition semble également peu probable car bien que nombreuses
études aient été faites sur les populations américaines (Vargo and Husseneder 2009)
aucune ne présente de telles caractéristiques. Par ailleurs, I’étude 4 (Article 4) a révélé
que les populations francaises avaient subi une perte de diversité génétique significative
bien que modérée suggérant de multiples introductions probablement en provenance de
Louisiane. Par le fait que les populations du Sud des USA possédent des colonies

composées majoritairement de familles simples, cette hypothése apparait peu probable.

Aucun des trois processus ne semble pouvoir expliquer les variations de
I'organisation sociale des populations introduites de R. flavipes. Par conséquent, il
semblerait que l'organisation sociale ait évolué suite a l'introduction des
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populations. Ce scénario de 'invasion de R. flavipes constitue un des trois modeles
théoriques d’invasions biologiques déterminés par Facon et al (2006), tels que nous
I'avons vu dans l'introduction et correspond a celui ou un changement évolutif permet

aux populations invasives de s’installer définitivement dans l'environnement envahi

(scénario 3, Figure 2 p.38).
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[II. Evolution de 'organisation sociale suite a I'introduction

Aujourd’hui de nombreuses études tentent de comprendre quels processus
évolutifs sont a l'origine des variations observées dans les populations introduites
(Reznick and Ghalambor 2001, Dlugosch and Parker 2008a, Xu et al. 2010). Une des
prédictions des invasions biologiques est que les populations introduites souffriraient
d’'une réduction de diversité génétique sous l'effet d'un événement de fondation
réduisant fortement leur potentialité a s’adapter (Allendorf and Lundquist 2003,
Frankham 2005). Cependant, des auteurs ont récemment suggéré que les événements
de fondations, n’éliminant pas toute la variation génétique (Nei et al. 1975), 'adaptation
des populations introduites pourrait étre possible (Dlugosch et Parker 2008a et b). Par
conséquent, méme si les populations de R. flavipes en France ont souffert d'un effet de
fondation durant l'introduction, il semble possible que I'évolution de I'organisation
sociale de R. flavipes soit sous l'influence de la sélection naturelle et ce malgré la

réduction de diversité génétique observée.

Dans les paragraphes suivants nous allons nous intéresser aux mécanismes
physiologiques et génétiques pouvant étre impliquées dans les modifications
observées entre les colonies natives et introduites. Puis, nous allons discuté des

différentes forces évolutives pouvant étre a l'origine de I'évolution de

I'organisation sociale des populations de R. flavipes.

1. Evolution du mangue d’agression et de la fusion coloniale

Au cours de cette theése, il a été déterminé des variations dans des caracteres
pouvant étre impliqués dans I’évolution du manque d’agression et de la fusion coloniale.
Nous avons en effet mis en évidence que les profils des hydrocarbures cuticulaires (HCs)
au sein des populations introduites de R. flavipes étaient tres homogénes comparés a
ceux des populations de R. grassei et des populations américaines de R. flavipes (Article 2
et 3). Récemment, une telle homogénéité chimique au sein de populations introduites a
été détectée chez les fourmis unicoloniales W. auropunctata et L. humile (Errard et al.

2005, Brandt et al. 2009). Ainsi, 'homogénéité chimique semblant étre seulement
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présente dans les populations introduites, I'événement d’introduction dans le nouvel

environnement serait responsable de cette variation.

Chez les insectes sociaux, il est supposé que la reconnaissance est sous l'influence
des hydrocarbures cuticulaires (Blomquist and Bagneres 2010). L’'uniformité chimique
observée dans les populations introduites de R. flavipes pourrait étre la cause de la perte
d’agression entre colonies et ainsi de la fusion coloniale. L’absence d’agression
intercoloniale, ou plutét I'acceptation d’individus étrangers a la colonie, peut se faire par
une reconnaissance des individus comme « non-étrangers », mais également par une
perte de la capacité a reconnaitre des individus étrangers. R. flavipes présentant une
agressivité envers I'espece de R. grassei en France suggére néanmoins que les individus
sont capables de distinguer de fortes variations des facteurs de reconnaissance.
Néanmoins, il est aussi envisageable que 'homogénéité chimique soit la conséquence de
I'absence d’agressivité. Le manque d’agression entre colonies au sein d’'une population
pourrait induire une homogénéisation par un mélange des signatures chimiques

coloniales.

L’ensemble de nos résultats nous permettre d’énoncer une hypothese sur
I'origine de l'importante capacité a fusionner dans les populations introduites de R.
flavipes. Suite a un effet de fondation au cours de I'introduction, la diversité des alléles
impliquée dans la détermination des facteurs de reconnaissance (éventuellement celle
des hydrocarbures cuticulaires) aurait été réduite, induisant ensuite une absence

d’agression coloniale et la capacité a fusionner.

Cette hypothése rappelle celle du « genetic bottleneck » qui a été initialement
énoncée par Tsutsui et al. (2000) pour expliquer I'organisation unicoloniale chez la
fourmi d’Argentine. Cependant, ce scénario général peut étre précisé, grace a une étude
récente portant sur la fusion coloniale des populations américaines de R. flavipes
(DeHeer and Vargo 2008). Lors de cette étude, les auteurs ont observé que les colonies
fusionnées des populations ameéricaines de R. flavipes avaient, a quelques bases pres le
méme haplotype mitochondrial (CO II), conjugué a un faible apparentement génétique
avec les marqueurs microsatellites. Ces auteurs ont alors supposé que la fusion coloniale

était basée sur des facteurs hérités maternellement. Similairement a cette étude, nous
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avons identifié un unique haplotype mitochondrial (CO II) dans nos colonies fusionnées,
et seulement 2 haplotypes dans la population de St Trojan (Article 1). Si la capacité a
fusionner est basée sur une similarité génétique de facteurs hérités maternellement, le
fait que seul 2 haplotypes soient présents dans la population de St Trojan augmente
considérablement la probabilité d’'une colonie de rencontrer une deuxiéme avec le
méme haplotype et ainsi de fusionner. Les populations introduites en France ayant subi
une perte de diversité mitochondriale (article 4), cette hypothese expliquerait pourquoi

le taux de fusion serait probablement plus important dans ces populations introduites.

Ainsi, il est envisageable que 1'absence d’agression et la capacité élevée de fusion

entre colonies soient simplement la conséquence d’'une haute similarité génétique.

Effet de fondation

> |\ Diversité génétique
== == Fortesimilarité des facteurs
hérités maternellement

\l Diversité chimique
Homogénéité chimique

Absence d’agression
intercoloniale

/" Capacité a fusionner

Figure 15. Mécanismes possibles a l'origine de I'importante capacité a fusionner dans les populations

introduites de R. flavipes
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2. Evolution du systéme de différenciation des néoténigues

Nous avons vu précédemment que les colonies des populations introduites de R.
flavipes en France contenaient toujours des reproducteurs secondaires fonctionnels en
nombre élevé (Dronnet et al. 2005, Perdereau et al. Article 1). Il est difficile de savoir
quels sont les facteurs qui ont pu maintenir ou favoriser une production accrue en
néoténiques dans les populations introduites, car on ignore la nature des facteurs
(environnementaux ou génétiques) qui induisent un individu, aussi bien nymphe
qu’ouvrier, a se différencier en néoténique. Cependant, comme nous 'avons vu dans la
présentation du modele d’étude (p.62), il semblerait que I'hormone juvénile joue un role
important dans la différenciation des ouvriers en soldats (Miura 2001, Scharf et al. 2003,
Park and Raina 2004) et en néoténiques (Elliot and Stay 2007 et 2008, Leniaud et al. in
prep) : une haute concentration en hormone juvénile donnant des néoténiques et une
concentration encore plus élevée induirait des soldats. Une protéine nommée
hexamerine semble également jouer un réle dans la différenciation en reproducteurs
secondaires, probablement en modulant la disponibilité d’hormone juvénile dans

I’hémolymphe (Scharf et al. 2005).

Hypothese de la primer pheromones

Il a été émis un modele général sur le controle social chez les insectes sociaux
(revu par Monnin 2006) ou les reines et/ou les rois inhibent le développement de
reproducteurs potentiels au sein de la colonie via une phéromone inhibitrice. Par
exemple, chez I'abeille Apis mellifera, le rétrocontrole négatif sur la différenciation des
reproductrices est assuré par une phéromone nommée QMP (Queen Mandibular
Pheromone) (Slessor et al. 1988). Chez les termites, il a été suggéré que la reine jouerait
un role dans la production des néoténiques (Grassé 1982, Liischer 1961). Notamment
dans le genre Zootermopsis, il a été démontré que le couple fondateur produisait des
phéromones inhibitrices (Thorne 1997). Chez les Reticulitermes, il n’existe encore
aucune évidence de l'action d'une phéromone royale sur la formation des néoteniques,
néanmoins plusieurs auteurs ont identifié des molécules pouvant jouer ce role: les
hydrocarbures cuticulaires (Liebig et al. 2009, Weil et al. 2009) ou des protéines (Hanus

et al. 2010). En admettant que la différenciation en néoténique soit sous l'influence
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d’'une primer phéromone émise par le couple primaire, une des hypotheses concernant
I’évolution du nombre de néoténiques au sein des colonies des populations introduites
de R. flavipes serait que la phéromone des reproducteurs primaires est devenue inactive.
Il n’y aurait ainsi aucun controle sur la régulation de la différenciation en néoténiques.
Une expérience, en cours au laboratoire, a effectué plusieurs couples de reproducteurs
primaires apres un essaimage de colonies de R. flavipes (Dedeine et al. in prep). Afin
d’éclaircir cette hypothese de lever de l'inhibition royale, il serait intéressant de voir si
des reproducteurs secondaires se différencient rapidement apres la fondation de la

colonie.

Une phéromone émise par d’autres castes que celle des reproducteurs primaires
pourrait également influencer le développement des néoténiques. Henderson, en 1998, a
émis 'hypothése que les soldats interviendraient dans la régulation de la différenciation
des ouvriers en d’autres castes. Récemment, il a été démontré que deux composés des
glandes défensives des soldats, le y-cadinéne et l'aldéhyde cadinéne, agissaient en
synergie avec I'hormone juvénile dans la différenciation des ouvriers en soldat chez
I'espece R. flavipes (Tarver et al. 2009). Dans l'article 4, nous avons identifié deux
phénotypes de composés défensifs des soldats au sein des populations francaises mais
aucun des deux ne présentent le y-cadinene et son aldéhyde alors ge ce sont des
composés prépondérants dans les chemotypes des soldats américains (Nelson et al.
2001). L’absence de ces composés dans les populations introduites pourrait avoir
perturbé la différenciation des ouvriers en soldats. Il peut alors étre envisagé qu’en
I'absence du y-cadinéne et de I'aldéhyde cadinéne, la différenciation des ouvriers en
soldats pourrait étre désavantagée au profit de la différenciation des ouvriers en
néoténiques. Par le manque de y-cadinene et de son aldéhyde, I'élévation de 'hormone
juvénile n’étant pas toujours assez importante pour induire le développement des
soldats, les individus se différencieraient en contre partie en reproducteurs secondaires.
Pour éclaircir cette hypothese, il serait intéressant de comparer le ratio des soldats

présent dans les colonies des populations américaines et francaises.
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Figure 16. Mécanismes possibles impliqués dans la différenciation en néoténique
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Déterminisme génétique

Bien que de nombreuses études ont montré une détermination environnementale
dans le développement des castes chez I'’ensemble des insectes sociaux, aujourd’hui une
accumulation d’exemples mettent en évidence les effets de facteurs génétiques chez
divers taxa (Schwander et al. 2010). Chez une espece de Reticulitermes, il a été reporté
que les reproducteurs secondaires étaient déterminés génétiquement. Cette étude a
démontré que les néoténiques femelles étaient issues de parthénogénese chez le termite
asiatique R. speratus, leurs génes ne comprenant que des alléles provenant de la reine
(Matsuura et al. 2004, Matsuura et al. 2009). De ce fait, il pourrait étre envisagé que la
différenciation en néoténiques chez R. flavipes soit déterminée génétiquement. Si cela
est le cas, quelle est la force évolutive ayant permis de maintenir la production accrue en

néoténiques ?

La capacité a produire de nombreux reproducteurs au sein des colonies des
populations introduites aurait pu se faire sous l'influence de la dérive génétique par la
fixation des alleles des genes impliqués dans le développement surnuméraire des
néoténiques. Cependant la dérive génétique étant un phénomene aléatoire, si plusieurs
échantillonnages d'une population sont effectués, ces échantillons en dérivant
indépendamment n’élimineront, ni ne fixeront les mémes alleles. Or une forte capacité a
faire des néoténiques est observée dans une population de R. flavipes introduite au
Canada (Toronto: Grace et al. 1989) mais également dans deux autres populations
situées a la limite de l'aire de répartition de R. flavipes et suspectées introduites

(Wisconsin : Esenther 1969, Nebraska : DeHeer and Kamble 2008).

L’évolution du systeme de reproduction de R. flavipes dans laire
d’introduction semble étre sous influence de facteurs sélectifs. Cependant,
connaitre les facteurs sélectifs qui auraient pu augmenter la fréquence allélique des

genes impliqués dans le développement des néoténiques reste difficile a élucider.

Plusieurs hypotheses vont étre énoncées ci-apres.

- Lafréquence allélique de ces genes aurait pu étre augmenter par des pressions de
sélection exercées par les activités anthropisées, comme il a été supposé pour I'évolution

du systeme de reproduction clonale chez la fourmi W. auropunctata (Foucaud et al.
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2009, Orivel et al. 2009). Les populations de cette fourmi présentent en milieu perturbé
par 'homme, que ce soit dans l'aire native et introduite, une organisation unicoloniale
avec une reproduction principalement clonale. Néanmoins cette hypothese semble peu
probable, car une étude de populations américaines en Caroline du Nord montre que sur
les 167 colonies récoltées dans et autour d’habitations infestées, 86.80% d’entre elles ne
présentent pas de reproducteurs secondaires (145 colonies de types familles simples)

(Parman and Vargo 2008).

- Les populations de R flavipes en France ayant souffert d’'une importante
réduction de la diversité génétique, la fréquence allelique des génes impliqués dans le
développement des néoténiques aurait pu étre augmentée pour éviter de trop longues
dispersions par essaimage. En effet, il a été noté que des événements de trop longues
dispersions des populations introduites pouvaient accentuer la perte de diversité
génétique par des séries de goulots d’étranglements (Estoup et al. 2001, Estoup and
Clegg 2003). Dans ce sens, il a été observé que la dispersion a courte distance de
certaines especes invasives étaient privilégiée par rapport a des évenements plus rare

de dispersion a longue distance (Shigesada and Kawasaki 2002, Hastings et al. 2005).

- La forme extréme de néoténie aurait pu également étre sélectionnée sous
I'influence de facteurs environnementaux particuliers au nouvel environnement. Aux
USA, chez les Reticulitermes le type de structure familiale majoritairement rencontré est
la famille simple (Vargo and Husseneder 2009). Cependant, lorsqu’'on s’intéresse
exclusivement a I'Europe, les quelques autres espéces étudiées de termites (R. grassei et
R. banyulensis) semblent étre formées en grande partie de colonies contenant, en plus du
couple de reproducteurs primaires, des reproducteurs secondaires (famille étendue)
(Tableau 3). Chez le termite R. urbis, que ce soit au sein des populations introduites ou
natives (populations des Balkans), les colonies sont toutes de type famille étendue
(Leniaud et al. 2010). Lorsqu’on s’intéresse aux populations d’un autre genre de termite
souterrain, Coptotermes formosanus, les populations introduites aux USA présentent de
nombreuses colonies sans néoténiques (Tableau 3). A l'inverse la population étudiée
dans son aire native, en Chine, possede que des colonies avec quelques reproducteurs
secondaires. Néanmoins, la tendance est inversée pour les populations de ce termite

introduites au Japon.
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Il semblerait ainsi qu’aux USA les populations des différentes especes de termites

présentent des colonies majoritairement de type famille simple, alors que pour les

populations européennes, les colonies possédent principalement de nombreux

néoténiques fonctionnels. Ces données suggerent que d'intenses pressions de sélections

liées a 'environnement en Europe aurait induit une forte augmentation des fréquences

alléliques des genes impliqués dans le développement des néoténiques par une

évolution « rapide » des populations introduites de R. flavipes.

STRUCTURES DE REPRODUCTION

(populations natives)

Espéces
P Nb de colonies |Familles simples [Familles étendues| Nb de néo. | Familles mixtes
USA
R. hageni 36 91% 9% <10 0%
R. malletei 13 54% 46% <10 0%
R. virginicus 12 88% 13% <10 0%
R. hesperus 30 73% 27% <10 0%
C. formosanus 68% <10
) T 98 52% 48% 28% 10-100 0%
(populations invasives) 4% > 100
(']
R. flavipes 79% < 10
flavipe , 366 74% 23% 3%
(populations natives) 21% > 100
EUROPE
R. flavi,
flavipes 26 0% 90% 100% 10-300 10%
(populations invasives)
33% <10
R. grassei 104 24% 74% s "10 200 2%
4 10-
R. banyulensis 50 14% 86% <10 0%
R. urbis
(populations introduites et 18 0% 100% ND 0%
natives)
R. balkanensis ND ND ND ND ND
R. lucifugus lucifugus ND ND ND ND ND
R. lucifugus corsicus ND ND ND ND ND
R. lucifugus subsp. novo. ND ND ND ND ND
ASIE
Japon
C. formosanus 30 90% 10% 100% > 100 0%
(populations invasives)
Chine
C. formosanus 12 0% 100% 100% < 10 0%

Tableau 3. Variations de I'organisation sociale entre espéces et entre continents observées chez les termites

du genre Reticulitermes et chez le termite Coptotermes formosanus. (D’aprés Bulmer et al. 2001, Vargo

2003a et b, Copren 2004, DeHeer and Vargo 2004, DeHeer et al. 2005, Dronnet et al. 2005, Vargo and Carlson

2006, Vargo et al. 2006, Limousin 2007, Marchand 2008, Parman and Vargo 2008, Nobre et al. 2008,

Husseneder et al. 2008, DeHeer and Kamble 2008, Vargo and Husseneder 2009, Leniaud et al. 2009, 2010)
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3. Fusion coloniale et néoténie : évolution indépendante ou effet pléiotrope ?

L’évolution de la néoténie et de la capacité a fusionner semblent étre dissociées.
Sous l'effet de différents facteurs, deux expressions indépendantes auraient induit les
deux phénotypes de l'organisation sociale observés dans les populations introduites.
Néanmoins, il peut étre envisagé que I'évolution de ces deux caracteres soit liée par un
effet pléiotrope. La pléiotropie se définit lorsque le produit d'un gene influe sur
plusieurs caracteres (Ayroles et al. 2009). Ainsi, la néoténie et la capacité a fusionner
pourraient étre déterminées par un groupe de genes, et sous l'influence d'un méme
facteur les deux phénotypes de l'organisation sociale auraient été exprimés dans les

populations introduites.

Dans ce contexte, nous avons pu noter une synergie entre la production de
nombreux néoténiques et la fusion entre colonies. Il semble que lorsque des colonies
fusionnées sont présentes, il existe au sein de la population de R. flavipes des colonies
avec des reproducteurs secondaires fonctionnels en nombre élevé. Au sein de 2
populations localisées a la limite ou en dehors de I'aire de répartition de R. flavipes
(Massachussetts et Nebraska), la ou la proportion de fusion coloniale des populations
américaines est la plus forte, les colonies possedent également de nombreux
néoténiques (Bulmer et al. 2001, DeHeer and Kamble 2008). Il peut étre envisagé que la
présence de nombreux néoténiques, étant probablement responsables des colonies
spatialement larges dans les populations introduites (Article 1), augmentent la
probabilité de rencontres entre elles et ainsi celle de la fusion coloniale. La fusion
coloniale pourrait étre la conséquence de I'exces de néoténiques. Plusieurs études ont
mis en évidence les effets néfastes de la consanguinité au sein des populations (Keller
and Waller 2002). Comme nous l'avons vu précédemment, la reproduction par les
reproducteurs secondaires au sein des colonies de Reticulitermes entraine une
augmentation de la consanguinité (Dronnet et al. 2005, DeHeer et Vargo 2006,
Perdereau et al. Article 1). La fusion coloniale induisant un mélange d’individus non
apparentés, cela pourrait étre un mécanisme en réponse a l'excés de reproducteurs
secondaires pour rafraichir le pool génétique au sein des colonies. La dépression de
consanguinité étant extréme, par le bénéfice génétique apporté, les individus d'une

colonie accepteraient des individus « étrangers » a leur colonie.


http://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Caract%C3%A8re_(biologie)
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[V. Histoire d’'une invasion

L’hypothese selon laquelle R. flavipes aurait été introduit par bateau lors de
transport de matériaux entre 'Amérique du Nord et I'Europe durant le 17éme ou 18éme
siecle anciennement énoncé (Feytaud 1924, Bagneres et al 1990) semble tout a fait
plausible d’un point de vue génétique et historique. De 1534 a 1763, la France possede
de nombreuses colonies en Amérique du Nord, s’étendant du Canada au delta du fleuve
Mississippi. De ce territoire nommée «la Nouvelle France » de nombreux échanges
transatlantiques ont eu lieu (Biichner, 1881). La cote Est des USA appartenant aux
anglais, ces échanges partaient et arrivaient des Antilles, de la Louisiane et du Canada.
Les analyses phylogéographiques des populations natives et introduites de R. flavipes
ont révélé que la grande majorité des populations introduites sur le continent américain
et en Europe proviennent du sud-est des USA (Article 4). Les résultats ont également
montré que les populations introduites au Canada sont plus proches génétiquement des
populations du sud-est des USA que celles du nord. Le fleuve Mississipi étant un axe
d’échange majeur au sein de la Nouvelle France, il peut étre envisagé que les populations
du Canada auraient été introduites lors des transports de vivres et de matériaux par
bateau. En Europe, les analyses nous ont permis d’identifier 13 haplotypes, un spécifique
a '’Autriche et un second spécifique a I’Allemagne. De ce fait, il semble plus probable que
les populations de R. flavipes en Europe soient issues de plusieurs événements
d’introduction. Dans ce sens, la littérature révele que I'introduction des populations de
R. flavipes en Autriche a été induite par une demande précise du chateau de Schénbrunn
afin d’embellir les serres en important des pots de plantes exotiques supposant ainsi une
introduction unique (Kollar 1937). Pour faire parvenir ces pots des USA en Autriche,
I’hypothese la plus vraisemblable est que 'importation ait eu lieu par I’Allemagne (port
de Hambourg). Ainsi, il est possible que l'introduction en Allemagne et en Autriche soit
issue d'un méme événement d’introduction, mais aucuns fait historique ne les lie aux

introductions en France.

Un des résultats majeurs de 'article 4 est que les 5 haplotypes mitochondriaux des
populations frangaises partagés avec les populations des USA sont réunis dans un seul
état, celui de Louisiane, suggérant fortement cet état comme source des populations
introduites en France. Sous I'empire colonial, I'état de Louisiane était un territoire de la

nouvelle France et la Nouvelle-Orléans était un des principaux ports d’échanges. Dans la
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littérature, sous I'empire colonial de nombreux échanges entre la France et la Louisiane
ont été reportés (Anonyme 1888). On peut noter que les premieres invasions de ce
termite en France ont été décrites dans deux des principaux ports de la cote Atlantique,
les ports de Rochefort et de la Rochelle, connus pour leur implication dans les transports
internationaux, fréquents avec les colonies (Bobe-Moreau 1843, Quatrefages 1853),
mais également comme arsenaux de la marine (construction et réparation des navires).
Lors des différents transports par bateau de productions agricoles et forestieres, les
populations de R. flavipes aurait été accidentellement exportées vers la France. Dans ce
sens, il a été noté que l'exploitation de la forét n'avait qu'un intérét local au début de
|'établissement des colonies francaises. Néanmoins, quelques années plus tard, a
I'époque de la Compagnie des Indes, il y eut des envois de cargaisons de bois vers la
métropole (Saadani 2008). Durant ces années, un bois de Louisiane (le Cypres Chauve
ou Cypres de Louisiane, Taxodium distichum) était fréquemment utilisé pour le bordage
des bateaux (Perrier 1882). Méme si cet arbre est réputé résistant aux insectes, 'aubier

est couramment occupé par de nombreuses especes de termites (Duryea 2006).

Au cours de I'étude 4, le nombre d’introductions n’a pas été estimé, mais la perte de
diversité génétique étant modérée, et les évenements d’'introduction unique étant plutot
rares (Novak 2007), il semble plus probable que les populations frangaises soient issues
de multiples introductions. L’hypothese de l'introduction a partir des ports francais
pourrait expliquer la répartition actuelle des populations de R. flavipes, anciennement R.
santonensis ou termite de Saintonge (Feytaud 1924), sur le territoire. Rappelons que ce
termite en milieu forestier se restreint a une portion de la cote ouest, en Charente
(Saintonge) et en Vendée, mais qu’il posséde une aire de répartition en zone urbaine
plus vaste contenue majoritairement dans la moitié ouest de la France, de la Normandie

aux Pyrénées atlantiques.
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V. Conclusions et perspectives

Au cours de cette theése nous avons pu mettre en évidence deux caractéristiques
déterminantes de l'organisation sociale au sein des colonies du termite R. flavipes
introduit en France: la forme extréme de néoténie et l'importante capacité a
fusionner. Ces variations semblent directement responsables du succes invasif des
populations introduites, en leurs ayant permis de passer les filtres de l'invasion
(prélevement, transport, et les barriéres écologiques et reproductives), et d’avoir une

supériorité compétitive face a un termite autochtone.

Nous avons également démontré que les variations de I'organisation sociale des
populations introduite de ce termite étaient analogues a l'unicolonialité et la
polygynie (au sens large) rencontrées chez les Hyménoptéres sociaux invasifs. Ces
variations de l'organisation sociale communes dans les populations invasives d’insectes
sociaux peuvent illustrer un bel exemple de convergence évolutive a travers le
phénomene d’invasions biologiques. Alors qu’aucun profil type des invasions
biologiques n’est bien établi, 'hypothése d’'un schéma général d’invasion biologique chez
les fourmis et les termites peut éventuellement étre évoquée, avec pour exception

'invasion du termite C. formosanus (Vargo and Husseneder 2009)

Au cours de la discussion de cette thése nous avons exploré différentes
hypotheses sur 'origine de ces variations. L'ensemble de nos résultats révele que des
processus évolutifs sont a I'origine des variations de I'organisation sociale des
populations de R. flavipes introduites en France. Cependant, la nature des forces
évolutives et les facteurs y étant impliqués restent difficiles a élucider. Alors que la haute
proportion de fusion coloniale pourrait étre la conséquence d'une forte similarité
géneétique, la forme extréme de néoténie semblerait avoir évoluée sous l'influence de

facteurs sélectifs liés au nouvel environnement.
Ce travail de these a permis d’améliorer notre compréhension de I'histoire et des

processus qui ont régi I'invasion de R. flavipes en France, ainsi que sur les mécanismes

qui ont permis cette invasion. Ce termite engendrant de nombreux dommages et étant
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établi dans de nombreux pays devrait étre répertorié comme une espéece hautement

invasive.

Aujourd’hui des questions restent en suspend et des études futures sont

nécessaires pour éclaircir différents points.

Un des premiers travaux en perspective serait de confirmer le changement
d’organisation sociale entre populations introduites et natives. Nous avons supposé que
le systéme de reproduction observé sur l'ensemble des études des populations
américaines (366 de colonies référencées) était représentatif de celui des populations
natives. Maintenant qu'il est fortement suggéré une origine louisianaise aux populations
introduites en France, il semble nécessaire de déterminer le systéme de reproduction et
la structure coloniale de ces populations a I'aide de marqueurs microsatellites. Dans ce
contexte, il semble également important de confirmer les résultats obtenus sur les
populations introduites en France en s’intéressant a l'organisation sociale d’autres
populations. Que ce soit pour I'étude des populations louisianaises comme pour celle
d’'une autre population francgaise, celle-ci pourra se faire rapidement par le fait que les
collectes ont déja été réalisées durant ma these (échantillons de Louisiane (Article 4) et
échantillons de la Forét d’Olonnes en octobre 2009 (Article 3)). Il serait également
intéressant d’étudier des populations introduites de ce termite sur d’autres continents
(Chili, Uruguay, Canada, Bahamas ou Allemagne), afin de déterminer si les mémes

caractéristiques des populations francaises sont observables.

La compétition interspécifique aboutit au bout d'une période plus ou moins
longue, a I'exclusion d'une des deux especes. La supériorité compétitive de populations
invasives est également souvent évoquée comme un trait associé au déplacement de
populations indigenes (Holway and Suarez 1999). Ainsi, par la supériorité
interspécifique et les autres avantages compétitifs observés dans cette étude pour R.
flavipes, nous pouvons supposer que les populations de ce termite pourraient a long
terme déplacer les populations de R. grassei sur l'lle d’Oléron. Pour tester cette
hypothese, il serait nécessaire de suivre I’évolution des populations sur I'lle d’Oléron sur

plusieurs années.



Discussion - Conclusion

Un point qui serait intéressant a éclaircir serait également de connaitre si la
différenciation en néoténiques est déterminée génétiquement ou sous l'influence de
facteurs environnementaux. Comprendre ce systéme nous permetterait de comprendre
les facteurs sélectifs par lesquels les populations introduites de Reticulitermes se sont
mises a en produire profusément, mais également de saisir pourquoi 'autre espece de
termite hautement invasive, C. formosanus, ne présente pas cette modification (Vargo
and Husseneder 2009). Dans ce contexte, le termite R. speratus étant capable de se
reproduire par parthénogenese (Matsuura et al. 2004, Matsuura et al. 2009), il serait
intéressant de vérifier si un tel systéme de reproduction existe chez R. flavipes. Ce travail
pourrait se faire similairement a celui de Matsuura, en génotypant des nymphes, des
ouvriers, et des néoténiques (les reproducteurs primaires étant difficiles a trouver),
mais également tres rapidement par le fait que des échantillons de toutes ces castes au

sein de différentes colonies sont présents au laboratoire (collecte ANR, F. Dedeine).

Au cours de cette these, il a été montré que les populations introduites en France
se comportaient de fagon similaire aux populations unicoloniales de fourmis invasives.
Une des caractéristiques essentielles des populations unicoloniales est le manque
d’agression (Helanterd et al. 2009). 1l serait intéressant de tester le manque d’agression
des populations de R. flavipes a grande échelle, a I'aide de tests d’agression similaires a
ceux utilisés dans 'étude 2, et de colonies provenant de Paris, de la Forét d’Olonnes

(Vendée), des Foréts de St Trojan et des Saumonards (I'ile d’Oléron).

La reconnaissance permettant l’agression (ou non) est connue comme étant
basée essentiellement sur les hydrocarbures cuticulaires. Néanmoins, peu de choses
sont connues sur la régulation de ces composés : leur part de déterminisme génétique et
environnemental. Il a également été supposé que d’autres facteurs comme les bactéries
intestinales (Matsuura 2001) jouaient un rdle dans la reconnaissance entre colonies.
Ainsi, pour mieux comprendre les mécanismes qui ont pu engendrer l'absence
d’agression dans les populations invasives de R. flavipes, clarifier les facteurs jouant un

réle dans la reconnaissance coloniale comme leurs régulations serait nécessaire.

Finalement, les mécanismes a I'origine des modifications de I'organisation sociale

des populations invasives de R. flavipes restent encore floues. Afin de distinguer les
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changements associés a la dérive ou a la sélection, une approche Qst/Fst (mesure de la
structuration génétique quantitative/ mesure de la structuration génétique neutre)
devrait étre developpée : la comparaison entre le Qst et le Fst permettant de différencier

I’évolution phénotypique stochastique de la réponse a la sélection.




ANNEXES
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Annexe 1. LEXIQUE

- Caractérisation d’'une espéce :

Native/Indigéne/Autochtone : espece présente dans sa répartition naturelle passée ou
présente.

Endémique : espéce restreinte a une région ou localité.

Envahissante : espece native présentant une croissance et une multiplication rapide
dans son aire de répartition naturelle.

Invasive : espece introduite en dehors de sa répartition naturelle, définie apres le
Pléistocéne, présentant une expansion rapide et qui provoque de nombreux problémes
sanitaires, socio-économiques, et/ou entrainent une perte de biodiversité
Exotique/Introduite/Non-indigéne/Non-native : espece importée volontairement ou
non par ’homme dans une aire se situant en dehors de sa zone de répartition naturelle.
Naturalisée : espece importée dans une aire se situant en dehors de sa zone de
répartition naturelle et qui est capable de se reproduire sans I'aide de 'homme. Une

espece naturalisée n’est pas nécessairement invasive.

- Les forces évolutives :

Elles sont au nombre de quatre et nommeées : la dérive génétique, la sélection naturelle,
la mutation et la migration. Elles s’exercent sur les populations et sont susceptibles de
modifier la fréquence des génotypes. Elles peuvent modifier des caracteres
morphologiques, physiologiques et comportementaux.

La dérive génétique : mécanisme de fluctuation aléatoire de la fréquence des genes au
cours des générations. Elle est a I'origine de la fixation, au hasard, de certains alléles et
son impact est inversement proportionnel a la taille de I’échantillon.

La sélection naturelle: processus de tri entre la variabilité existante dans une
population en fonction de la capacité a survivre et a produire une descendance fertile. I
y a sélection quand différents génotypes ne participent pas de fagcon égale a la
constitution génotypique de la génération suivante (avantage sélectif).

La mutation: Elle résulte d'un changement aléatoire touchant une séquence d’acide
nucléique ou affectant 'agencement ou le nombre des genes. Le changement survient

lors de la réplication, et sa fréquence d’apparition reste relativement faible par
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génération. A elle seule, la mutation n’est pas un facteur évolutif entrainant de rapides
variations alléliques.
La migration : Elle correspond au flux de genes existants entre les sous populations

d’'une méme espeéce, par le biais de déplacements entre individus.

-> Les mécanismes pouvant opérer sur les populations invasives :

Effet de fondation: Variation d’échantillonnage affectant la composition génétique
d’'une population, en une occasion particuliere unique. Un premier exemple d’effet
fondateur est celui qui touche la scission d'une population.

Goulot d’étranglement/ bottleneck: Exemple d'un effet de fondation ou une
population subit un abaissement brutal de son effectif n’étant plus représentatif de la
population d’origine. Avant que la population récupere une taille efficace il peut y avoir
quelques générations de dérive génétique.

Plasticité phénotypique : Capacité d'un génotype a produire différents phénotypes en
réponse a des facteurs environnementaux. Ces changements de caractéristiques d’'un
individu se fait au cours de son développement en réponse a des modifications du
milieu.

Hybridation : Production d’'une descendance viable apres reproduction entre 2 especes
distinctes

Introgression : Incorporation de genes d’'une espéce a une autre par mouvement de

matériel génétique lors de croisement répétés entre elles.

convergence évolutive : Phénomeéne ou plusieurs espéces acquiérent des adaptations
semblables, en réponse a de mémes contraintes environnementales, et ce de maniere

indépendante.

(D’apres Richardson et al. 2000, Sandlund et al. 2001, Falk-Petersen et al. 2006, Pysek et al. 2008)



Annexe 2. Profils cuticulaires des Reticulitermes européens
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Chromatographes des hydrocarbures cuticulaires pour chaque espece de Reticulitermes

Européens et pour 'espece américaine R. flavipes (Clément et al. 2001)
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Annexe 3. Profils des composés défensifs des soldats chez R. flavipes
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Chromatographes de A a F sont des extraits fait a partir de soldats de Georgie aux USA et
le chromatographe S est fait a partir de soldat frangais. Composé 1: a-pinene, 2: 3-
pinéne, 3 : limonene, 4 : sesquiterpéne inconnu, 5 : y-cadinene, 6 : aldéhyde cadinéne, 7 :

geranyllinalol, 8 : n-C23. (Bagneéres et al. 1990)
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Abstract Reticulitermes santonensis (Rhinotermitidae) is a subterranean termite that infests urban areas in France
where it causes serious economic damages. It is largely accepted that French populations of R. sanionensis have been
founded by the introduction of a North American species, R. flavipes. Understanding the expansion strategies of an
introduced species in a new environment is important to improve its population control. In thig study, we performed a
comparative analysis of the social structure of R. sanfonensis with an endemic species, R. grassei. All samples were
collected on the island of Oléron where the two species live in sympatry. We are presenting three main results: (1)
Using behaviour tests, we show that colonies of R. santonensis often fuse during intraspecific encounters, and seem
to dominate colonies of R. grassei. By contrast, R. grassei colonies show a strong intraspecific aggressiveness and
consequently do not fuse. (2) Chemical analysis of the cuticular hydrocarbons indicates that R. sanfonensis colonies
possess a chemical homogeneity, whereas the chemical signature of R. grassei colonies presents important variations
within populations. (3) Preliminary genetic analyses reveal that R. sanforensis colonies are vast and possess more
than two reproductives. These results show that the social structure of native and introduced species strongly differs,
and suggest that R. santonensis presents some advantages over R. grassei to spread in its environment.

Key Words Biological invasion, Reticulitermes, chemical signature

INTRODUCTION

In termites, the genera Copiotermes and Reticulitermes are prominent groups of subterranean termite pests
(Rhinotermitidae) that cause extensive damages in human habitats (Su and Scheffrahn, 2000). Reticulitermes
santonensis (Feytaud) is a subterranean termite that invades urban areas in France (22 depariments) and
causes important damages in large cities such as Paris and Bordeaux. Its limited distribution in natural
environments and its essentially urban presence suggest that R. santonensis is particularly well adapted to
reach and spread within urban areas. It is now largely accepted that R. santonensis was introduced from
North America two or three hundred years ago from one or several populations of R. flavipes (Kollar)
{Bagneres et al., 1990); (Dronnet, 2004). The arrival of a new species in an environment often leads to
biological modifications that allow introduced populations to become more dominant than the endemic
species (Chapman and Bourke, 2001). In social insects, the successtul spread of invasive species mainly
depends on their social structure (Holway et al., 2002). In Hymenoptera, such modifications are well
documented, while they remain relatively unknown in Isoptera. In order to limit the expansion of introduced
termites, we must understand the biological modifications they may have undergone after introduction, and
determine whether such modifications enhance the ability to spread in their new environment.

‘We have located an insular environment (Oléron island, Charente-Maritime) where R. santonensis lives
in sympatry with a native termite species of Europe, R. grassei (Clément). The main goal of our project is to
lead a multi-disciplinary study comparing the population biology, social structure and competition level of
the two species in this particular environment. In the present study, we will focus on three characteristics of
the social structure of colonies: colonial behaviour, chemical signature, and breeding system. (1) Performing
several behavioural tests, we determined colonial aggressiveness at both intra- and inter-specific levels. (2)
Using Gas Chromatography {GC), we determined and compared the chemical signature (hydrocarbons
present on the insect cuticle) of colonies from the two termite species. The chemical signature of species
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depends on the qualitative differences, and the signature of each colony depends mainly on the relative
proportions of some cuticular hydrocarbons that compose the specific mixture (Howard et al., 1982;
Bagneres et al., 1991; Clément and Bagneres, 1998). The chemical signature plays a major role in both
intra- and inter-colony recognition. (3) By genotyping five microsatellite loci, we identified boundaries of
colomies and infer their breeding system.

MATERIALS AND METHODS

Sample Collection

All colony samples were collected in a forest of pines (1898 Ha with 80% of Pinus maritima) of the Oléron
island (Charente-Maritime, France), where R. santonensis and R. grassei live in sympatry. We collected
50 samples of R. santonensis and 63 samples of R. grassei from wood fragments or wood stumps. For
each collection point, we collected twenty workers, which served for gas chromatographic (GC) analysis
of cuticular hydrocarbons, before to be used for DNA analyses. Behavioural tests were performed on four
colonies (two for each species) that were brought to the laboratory and maintained in their wood fragment
until the experiment started.

Behavioural Tests

Behavioural tests were performed using a system of micro-nests connected to a neutral arena with a piece
of wood. 50 termites from a colony of R. santonensis or R. grassei were mixed with 50 termites of another
colony of one of these two species, after acclimatization of 24 hours in their respective micro-nest (2 series
of intra-specific tests and 4 series of inter-specific tests). Five replicates for each experiment were carried
out (500 fermites were used for each series of test) and encounters between individuals from the same
colony were considered as controls. Colonies of termites were differentiated by a coloration using two filter
papers impregnated with Nile blue (200 ppm). During behavioural tests, repartition in the arena and number
of dead individuals were counted during 24 hours. The differences between the proportions of dead termites
at the end of experiments were tested using a Kruskall-Wallis or a Mann-Whitney U zesz. All the analyses
were performed with the software RGui v.2.2.0 (Thaka and Gentleman, 1996).

Gas Chromatographic Analysis of Cuticular Hydrocarbons

Cuticular hydrocarbons were extracted by rising 20 individuals in 500 ul of pentane for 5 min. Following
extraction, termites were placed in 95% ethanol for later genetic analysis. After evaporation of pentane,
extracted hydrocarbons were redissolved in 200 pl pentane and 10 ul of 107 g/ml of #-eicosane were used as
internal standard. Samples were analyzed on a Delsi 300 GC with flame ionization detector (FID) equipped
with a fused silica capillary column CP Sil 5 (WCOT) Chrompack (ID 0.25 mm x 25 m). Injection mode
was splitless (15 sec) and the carmrier gas was Helium. Temperature programming was from 70°C to 150°C
at 30°C/min and 150°C (isothermal 5 min) to 320°C at 5°C/min. Compound identification was based on
previous analyses of the cuticular hydrocarbons by coupled GC-MS (Bagneres et al., 1990 and 1991). To
allow analysis of the 113 hydrocarbon profiles, areas of peaks were integrated by GC software then relative
proportions of each peak were calculated. To visualize chemical relationships among every point collected,
relative proportions were subjected to principal component analysis (PCA) using the STATGRAPHICS
software v.4.0 {StatPoint, Inc., Herndon, VA, USA) and UNIWIN PLUS v.3.0 (SIGMA PLUS, Levallois-
Perret, France).

Microsatellite Analysis

Genomic DNA was extracted from twenty individuals from 9 collection points belonging to R. santonensis
species using standard phenol-chloroform purification (Sambrook et al., 1989). Five microsatellite markers
previously developed for R. flavipes (Vargo, 2000) or for R. santonensis (Dronnet et al., 2004) were used:
Rf11-1, Rf1-3, RS15, RS10 and RS85. Polymerase chain reaction (PCR) amplifications were performed as
described in Dronnet et al. (2004). PCR products were separated by electrophoresis on 6% polyacrylamide
gels run on a LI-COR 4000 sequencer. Analysis of gels was performed using GeneProfiler™ (Scanalytics,
Inc.). Allele size was determined by comparison with standards. R. grassei sequencing analyses results are in
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process. We first examined whether or not the collection points belonged to the same colony. We compared the
genotypic frequencies between all pairs of collection points by test differentiation using the program GENEPOP
on the Web (Raymond and Rousset, 1995). A Bonferroni correction was applied to account for multiple
comparisons. Once colony boundaries were defined, we investigated the breeding system of each colony using
the same computer program. We classified colonies as simple or extended families by comparing the observed
genotypes of workers within colonies with the genotypes expected in these types of societies by using standard
criteria for termites (Bulmer et al., 2001); (Vargo, 2000); (DeHeer and Vargo, 2004) : 1) Colonies are classified
as ‘simple families” when workers had genotypes consistent with being the direct offspring of one pair of
reproductives, and when the observed frequencies of the genotypes did not differ significantly from those
expected under Mendelian segregation of alleles from two parents. 2) Or colonies are considered as ‘extended’
families when the genotype distributions within colonies were not consistent with being produced by a single
pair of reproductives (e.g. more than four genotypes at a locus or three or more homozygote genotypes), or
genotype frequencies deviating significantly from those expected in simple families.

RESULTS AND DISCUSSION

Behavioural Tests

After intra-specific pairings, the number of dead termites was scored for each replicate (Figure 1). In R.
santonensis, the number of dead individuals from inter-colony and intra-colony confrontations was not
significantly different (Kruskal-Wallis test, p > 0.05). On the contrary, we noted an agonistic behaviour
between R. grassei colonies. We counted on average 31.5 dead individuals from inter-colony confrontations,
which differed significantly from the number of dead individuals counted from intra-colony confrontations
{Kruskal-Wallis test, p < 0.001). Examination of inter-specific pairings provided significant differences in the
number of dead individuals between the two termite species : In R. grassei, the number of dead individuals
was greater than in R. santonensis (31.5 + 2.87 dead vs 17.25 £ 1.72, p-value < 0.001 Mann-Whitney test)
(Figure 2). A social insect colony is defined as “open” when members tolerate conspecific individuals from
another colony, and “closed” when members of this colony act aggressively toward members of neighbouring
colonies (Wallace, 1963). Previous studies have shown that R. santonensis colonies are all open whereas in R.
grassei and other European species, colonies are open or closed according to the season and the location of the
colonies (Clément, 1986); (Bagnéres et al., 1990). Ours results corroborate these previous studies and show
that, even collected within a same area, neighbouring colonies of R. grassei and R. santornensis are mutually
aggressive. Furthermore, our results revealed for the fisrt time that R. sanfonensis systematically dominate R.
grassei in inter-species confrontations, suggesting that R. sanfornensis is a better competitor than R. grassei.
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Figure 1. Average number (+ DS) of dead mdividuals of R. sanfonensis and R. grassei after mtra-specific
confrontations (a, b: significantly different modalities; p < 0,001, Kruskal-Wallis test). Figure 2. Average number
(+ DS) of dead individuals of R. santonensis and R. grassei after inter-specific confrontations (17.25 + 1.72 vs.
31.5 + 2.87, p-value < 0.001, Mann-Whitney test)
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Figure 3. Principal component analysis (PCA) of the cuticular hydrocarbons profiles of R. santonensis
(left) and R. grassei {(1ight).

Gas Chromatographic Analysis of Cuticular Hydrocarbons

Principal component analysis between collection points revealed that the two first axes (PC-I and PC-1I)
accounted for 91.2% of the variation (Figure 3). The first axis, PC-I, explains the major part of the chemical
variation (88%), separating the two species {Figure 3). The second axis accounts for the chemical variation
between collection points for each species. In the multivariate plot, the distinction between collection points
was relatively clear for R. grassei. In many social insects, colony members are able to recognize nestmates
and distinguish them from other conspecific colonies or members of other species. The strong chemical
variability of R. grassei seems to be one of the factors explaining the intraspecific aggression occurring
in this species. Conversely, the chemical homogeneity of R. santonensis would permit tolerance between
conspecific colonies, which could allow colonial fusion.

Microsatellite Analysis

All microsatellite loci were polymorphic in R. santonensis, with 2 to 5 alleles per locus (Table 1). We
identified three colonies. The first colony regrouped two collection points extended about 40 m* The second
colony contained three collection points, representing a total surface of about 3500 m2 The third colony
was composed by the last four collection points, and may extend more than 11 000 m2 These three colonies
were included in the analysis of the breeding system. Results showed that all colonies possessed more than
4 genotypes for at least one locus (Table 1), clearly indicating that each of the colonies possesses more than
two functional reproductives. OQur results are in accordance with previous studies on the breeding system of
R. santonensis (Dronnet, 2004; Dronnet et al., 2005), which showed that all colonies are extended families
(i.e., colonies lead by multiple related reproductives which are the descendants of the original founding pair)
(DeHeer and Vargo, 2004). However, more loci would need to be genotyped and analysed.
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Table 1. Number total of alleles, number of alleles, number of genotypes and expected heterozygosity (He)
per colony (C) at each locus in the R. sanfonensis investigated.

Number Number of alleles per Number of
Locus  total of colony genotypes

alleles C1 C2 C3 Cl C2 (3 C1 C2 C3

He

Rf1-3 5 3 3 3 5 5 4 0.58 0.44 0.36
Rf11-1 2 1 2 2 1 3 3 0 0.51 0.52
Rs 10 4 2 4 4 2 g 9 0.24 0.66 0.71
Rs 15 4 3 3 4 4 4 8 0.26 0.48 0.47
Rs 85 4 2 3 3 2 3 3 0.22 0.21 0.17

Mean (+=SD) 22 3 3:2 Overall 0.26 0.46 0.45

+0.87 071 +0.87

Together, these preliminary results demonstrate that the two species, R. sanfonensis and R. grassei, present
important differences in their social structure, and suggest that R. santonensis colonies might be more
efficient than those of R. grassei for invading their environment. The capacity of R. santonrensis for fusion
and its dominance over R. grassel during inter-specific encounters may cause strong local dynamics and
favour its territorial expansion. Such peaceful behaviour between conspecific colonies of R. santonensis
has already been observed in invasive ants, like the Argentine ant {Linepithema humile) and the Fire ant
(Solenopsis invicta), which form vast and dominant colonies (Tsutsui et al., 2000); (Holway et al., 2002).
Furthermore, a lack of available discriminative cues on the cuticle, reflected by chemical similarity among
R. santonensis colonies, prohibits an effective differentiation. This phenomenon is a key for the invasive
success of introduced species. The introduced populations of the invasive ant Wasmannia auropunctata
show a chemical uniformity allowing them to become ecologically dominant (Errard et al., 2005). Cuticular
hydrocarbon variations may depend on both genetic and environmental factors (Dronnet et al., 2006);
(Foitzik et al., 2007). The two species, R. grassei and R. santonensis, living in the same ecosystem and
having the same diet (pine wood) are probably subjected to similar environmental conditions. Thus, the loss
of chemical variation from R. santonensis may be explained by the loss of genetic variation that occurred
during the introduction event(s) (Dronnet et al., 2006). Such a phenomenon has been studied on invasive
ants in which authors have concluded that the loss of genetic diversity associated with founder effects
impedes nestmate recognition (Holway et al., 1998); (Tsutsui and Suarez, 2003).

The presence of secondary reproductives has often been cited as a main condition for colony foundation
by budding, whereby workers and replacement reproductives (neotenics) initiate new colonies close to
their natal nest (Thorne et al., 1999). Previous studies revealed that 100% of the French colonies of R.
santonensis (synonym to R. flavipes) possess functional neotenics whereas only 25% of the North American
colonies possess such reproductives. The reason(s) for such modification in the infroduced populations of
R. santonensis is unknown. However, it is believed that the capability of the French colonies to produce
neotenics favours their local dynamics, and increases their chance to reach and spread within urban areas.

In conclusion, these studies demonstrate that two species living in the same ecosystem and subjected
to the same environmental factors possess different expansion strategies. Furthermore, the invasive
characteristics of R. santonensis: its high number of secondary reproductives, capacity to merge, superiority
in inter-specific confrontations, and its chemical homogeneity, are trump cards facilitating its territorial
expansion in comparison with the endemic species. In addition, the same characteristics would allow R.
santonensis to reach and develop effectively in human habitats.
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Evolution de I'organisation sociale et conséquences sur
le succes invasif

Résumé

L’augmentation des problemes liés aux invasions biologiques nécessite une meilleure compréhension
des mécanismes permettant le succes invasif d’'une espece. Chez les insectes sociaux invasifs, les études
se sont focalisées sur les Hyménopteéres, et ont montré que l'organisation sociale des populations
introduites présentait des caractéres propres. L'objectif principal de cette these est de caractériser
I'organisation sociale des populations introduites chez les termites (Isoptéres) a travers l'étude de
I'invasion de Reticulitermes flavipes en France. L'ensemble des résultats révele que (i) I'organisation
sociale des populations introduites varie de celle des populations natives en présentant une forme
extréme de néoténie et une forte capacité a fusionner; (ii) ces variations semblent résulter d’une
évolution suite a I'introduction et (iii) avoir favorisé I'installation et I'’expansion de ce termite en France,
similairement a l'unicolonialité et la polygynie des Hyménoptéres sociaux introduits. Les possibles
origines évolutives des variations observées entre les populations natives et introduites de R. flavipes
sont discutées.

Mots-clés : Invasions biologiques, Insectes sociaux, Organisation sociale, Unicolonialité, Systeme de
reproduction, Termites, Néoténie, Fusion, Phylogéographie, Compétition, Diversité génétique,
Hydrocarbures Cuticulaires, Microsatellites.

Abstract

The increasing of ecological and economical problems linked to biological invasion phenomenon
necessitate a better understanding of mechanisms allowing an invasive success. In social insects, studies
are mainly focused on social Hymenoptera, and has demonstrated that social organization of introduced
populations presented particular characters allowing their invasive success. The principal objective of
my PhD is to characterize the social organization of the introduced populations in Isoptera through the
study of the American termite Reticulitermes flavipes introduced in France. The overall of results reveals
(i) strong variations of social organization between native and introduced populations presenting a
extreme form of neoteny and a strong capacity to colonial fusion; (ii) these variations seem to have
evolved after its introduction in France, and (iii) to allow the establishment and expansion of R. flavipes
in France, similarly to unicoloniality and polygyny observed in the social invasive Hymenoptera. The
possible evolutionary origins of the observed variations between native and introduced populations of
R. flavipes are discussed.

Key-words : Biological invasions, Social Insects, Social organisation, Unicoloniality, Breeding system,
Termites, Neoteny, Fusion, Phylogeography, Competition, Genetic diversity, Cuticular Hydrocarbons,
Microsatellites.




