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Résumé

L’écologie urbaine vise a comprendre les relations entre I’homme, la nature et la ville. Elle
permet d’identifier et d’apporter des solutions aux problémes environnementaux et sociétaux
auxquels les villes sont confrontés. L.’accroissement de I'urbanisation et la globalisation des
¢changes au cours du siecle dernier ont fortement contribué a 1’homogénéisation des
communautés d’organismes vivant dans les villes et ont favorisé [’apparition et la

prolifération d’espéces exotiques envahissantes (aussi dites invasives).

L’objectif principal de cette thése est d’identifier les facteurs urbains et les caractéristiques
biologiques de Rericulitermes flavipes qui ont permis a cette espece invasive de coloniser et
de persister en milieu urbain. Plus précisément, les études développées ont visé a mieux
comprendre I’origine des colonies introduites a Paris, de déterminer comment celles-ci étaient
arrivées en ville et, comment, malgré les moyens de lutte mis en ceuvre au cours de ces

derniéres décennies elles ont persisté dans le paysage parisien.

Une premiere étude nous a permis de voir que les colonies présentes a Paris sont capables
de persister et de réinfester des zones qui ont été précédemment traitées. Ces réinfestations
sont possibles grace aux modes de reproduction (néoténie) et de dispersion (par bouturage) de
cette espece qui lui permettent de survivre localement et de recoloniser des zones ou les
colonies avaient été partiellement éradiquées et ce, méme apres 15 ans. Dans une seconde
¢tude, nous avons pu montrer deux facteurs majeurs pouvant expliquer la distribution et la
propagation de R. flavipes a Paris: la structure complexe des colonies observées et la
combinaison spécifique des variables de I’environnement parisien. Enfin, dans la troisieme
¢tude, nous avons décrit la dynamique d’expansion de cette espéce a des échelles nationales et
régionales. Cette étude révele des patterns de distribution variés, reflétant les caractéristiques

propres des populations invasives de cette espece en France.

Dans ce travail, nous avons discuté de I'implication des caractéristiques biologiques et
paysageres sur le succes invasif de cette espece. Au vue des données obtenues au cours de
cette these, nous avons également précisé les scénarios concernant I’histoire de 1’invasion de
ce termite en France, puis nous avons présenté quelques outils et préconisations qui pourraient
permettre, selon nous, d’améliorer la lutte contre cet insecte nuisible en ville.

Mots-clés : €cologie urbaine, invasions biologique, phylogéographie, génétique du paysage., dispersion par

I’homme, délimitation coloniale, organisation sociale, néoténie, bouturage, microsatellites.



Abstract

Urban ecology aims to understand relationships between men, nature and the city. It allows
to identify and find solutions to the environmental and societal issues that cities are facing.
Last century's increase of urbanization and trade expansion have strongly contributed to the
homogenization of organism communities in cities and have favored the arrival and the spread

of invasive exotic species.

The main objective of this thesis i1s to identify the urban factors and biological
characteristics of Reticulitermes flavipes which have allowed this invasive species to colonize
and persist in urban habitat. More specifically, the developed studies aimed at better
understanding the origin of introduced colonies in Paris as well as determining how they

persisted in the Parisian landscape, despite implementing pest control during the last decades.

A first study allowed us to observe that Parisian colonies were able to persist and reinfest
areas which were previously treated. These reinfestations are possible thanks to the mode of
reproduction (neoteny) and the way of dispersal (by budding) of this species, which allows it
to locally survive and recolonize areas where colonies had been partially eradicated, even
fifteen years later. In a second study, we were able to highlight two main factors which could
explain the distribution and propagation of R. flavipes in Paris: the observed complex colony
structure and the specific combination of the Parisian environmental variables. Finally, in a
third study, we were able to identify its dynamic of expansion at national and regional scales
which showed varied distribution patterns, reflecting the peculiar characteristics of these

mvasive species populations in France.

In this piece of work, we analyzed the implications of the biological and landscape
characteristics on the successful invasion of this species. In the view of the data obtained in
this thesis, we also suggested some scenarios on the invasion history of this termite species in
France and we provided tools and recommendations which, according to us, could allow the
improvement of pest management of this insect in cities.

Keywords: urban ecology, biological invasions, phylogeography, landscape genetics, human-mediated dispersal,

colony boundaries, social organization, neoteny, budding, microsatellites.
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Introduction générale



L’écologie urbaine décrit 1’étude de I’aménagement urbain au niveau politique et sociétal
(Wu 2014). En sciences, en revanche, 1’écologie urbaine fait plutot référence a 1’étude des
relations entre les organismes vivant en ville et I’environnement urbain, ceci incluant 1’espeéce
humaine (Wu 2014). On a longtemps pensé que les aires urbaines n’étaient pas concernées par
le regard de I’écologie, en les considérant comme des zones ou la vie animale et végétale
n’avait pas sa place. Les premieres études en écologie urbaine, au milieu du XX siécle, ont
révélé le fait que les activités de ’homme pouvaient créer de véritables habitats pour certaines
especes, suscitant un fort mtérét pour I’étude des milieux urbains en écologie. L’écologie
urbaine est aujourd’hui abordée de fagon multidisciplinaire et fait autant appel a 1’écologie
qu’a la sociologie, la géographie, I’architecture, I’économie, 1’anthropologie, la climatologie
et la santé¢ publique (Sukopp 2008 ; Wu 2014). Un des principaux objectifs de 1’écologie
urbaine est d’étudier I'impact des pratiques de planification urbaine et des processus
socioéconomiques influencant les patterns d’urbanisation sur la structure des écosystémes
urbains, leur fonctionnement et leur évolution (Wu 2014). L’écologie urbaine permet
d’apporter des solutions aux problémes environnementaux et sociétaux auxquels les villes
sont confrontées, ou au moins de pouvoir clairement les identifier. Ceci a pour but
d’améliorer le développement durable des villes pour ’homme, mais également pour

I’ensemble des autres organismes vivant en milieu urbain.

L’environnement urbain est une mosaique d’habitats contrastés et interconnectés,
incluant des immeubles, des surfaces végétalisées et des surfaces bétonnées. Les conditions
physiques sont considérablement altérées par rapport aux aires naturelles et sont affectées par
les activités humaines. Ces effets sont particulierement importants dans les trés grandes villes
ou le climat y est plus chaud et sec que dans les habitats naturels environnants, le régime des
vents y est trés différent du fait de la structure des batiments qui modifient la circulation des
courants et les surfaces impermeéables y sont majoritaires (Sukopp 2008). La plupart des étres
vivants survivent difficilement dans un tel environnement et répondent généralement
négativement a 1’urbanisation en les désertant ou en n’y survivant pas (McKinney 2008).
D’autres, cependant, possédent des traits préadaptés!, ou ont une plasticité phénotypique? qui
leur permet de survivre dans des environnements fortement perturbés et anthropisés

(McKinney 2006 ; McDonnell and Hahs 2015). Parmi les especes particuliérement propices a

! Traits biologiques que posséde une espéce qui arrive dans un nouvel environnement et qui lui permettent de
survivre.

2 Capacité pour un organisme d’exprimer différents phénotypes pour répondre a des changements
environnementaux.
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s’installer en milieu urbain figurent les espéces invasives® et envahissantes* (Voir encadré 2
p36). Celles-c1 sont en effet particulierement aptes a s’établir et a se répandre dans
I’environnement urbain, et les hommes ont introduit un nombre important d’especes dans des

environnements fortement urbanisé (Williams ez al. 2015).

Les insectes eusociaux (c.-a-d., les termites, les fourmis, certaines abeilles et guépes)
figurent parmi les espéces les plus invasives dans le monde. L’introduction et I’expansion de
ces insectes ont souvent été¢ favorisées par les conditions environnementales présentes dans
les wvilles (Ascunce et al 2011). De plus, leur succes a largement été attribué a leur
organisation sociale, qui leur permet de réduire les couts de la dispersion et d’augmenter la
probabilité de succes d’installation dans un nouvel environnement (Moller 1996 ; Holway et
al. 2002 ; Korb and Hartfelder 2008 ; Rust and Su 2012 ; Hanna er a/. 2013). Parmi les
insectes eusociaux, les termites sont de bons envahisseurs, en particulier sous nos climats
(Evans et al. 2013). Dans les climats tempérés, les termites souterrains du genre
Coptotermes et Reticulitermes (Rhinotermitidae) sont trés communs et infestent fréquemment
les structures humaines (Su and Scheffrahn 1990 ; Evans et al. 2013 ; Buczkowski and
Bertelsmeier 2017). De nombreuses études se sont penchées sur la dynamique spatiale de
fourragement et sur les patterns de reproduction coloniale des termites, récoltant des
connaissances fondamentales sur les systémes d’organisation sociale et les moyens pour
améliorer les stratégies de lutte (DeHeer and Vargo 2004 ; Vargo and Carlson 2006 ; Aluko
and Husseneder 2007 ; Nobre ef al. 2008 ; Vargo and Husseneder 2009 ; Husseneder ef al.
2012). Les résultats ont révélé I’existence de variabilités inter- et intra populations dans
I’organisation sociale, les systemes de reproduction et les modes de dispersion, des facteurs a
la base de la complexité des colonies.

Les termites a Paris causent d’importants problemes aux habitants et aux services de la
ville depuis les années 50, période durant laquelle ces insectes sociaux ont €té recenses pour
la premiere fois dans la capitale. Depuis lors, le nombre de déclarations de cas d’infestation de
batiments par des termites n’a cess¢ d’augmenter. Devant 1’étendue du phénomene, les
services municipaux de la ville ont décidé de réagir et ont établi plusieurs conventions avec le
Laboratoire de Neurobiologie de Marseille puis avec I’Institut de Recherche sur la Biologie de

I’Insecte de Tours. Une premiere étude en 1994 sur des essais de piégeage et une seconde en

3 Espéce introduite hors de son aire de répartition naturelle présentant une expansion rapide et qui provoque des
problémes d’ordre sanitaire, socioéconomique ou entraine une perte de biodiversité.
4 Espéce présentant une croissance et une multiplication rapide dans son aire de répartition naturelle.
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1999 pour la thése de Stéphanie Dronnet (2000-2004) dirigée par Anne-Geneviéve Bagneres,
portant sur « La structure reproductrice, distances génétiques et variations chimiques, inter- et
intra-coloniales, chez le termite souterrain Reticulitermes santonensis », ont été développées.
La problématique des termites en France n’étant pas restreinte a Paris, le gouvernement a pris
conscience du phénomene et a agi en promulguant une loi en 1999 tendant a protéger les
acquéreurs et propriétaires d'immeubles contre les termites. Parallelement, le STH (Service
Technique de I’Habitat), au sein de la DLH (Direction du Logement et de 1’Habitat), a
continué d’enregistrer un nombre croissant de déclarations d’infestation, et ce malgré les
actions mises en place pour diagnostiquer et traiter les batiments et zones termités. Ce service
a le pouvoir de coordonner les actions de lutte contre les termites et d’obliger le diagnostic et

le traitement des parties termitées aux différents propriétaires et responsables.

Mon projet de thése s’inseére dans un contrat de collaboration entre 'TRBI et la DLH de la
ville de Paris et arrive comme un troisiéme projet scientifique aidant a comprendre la
dynamique d’infestation des termites dans Paris. Il s’est déroulé en 4 ans (3 ans de
financement CIFRE?® et un an pris sur le contrat de collaboration). Il a pour objectif de mieux
comprendre la dynamique d’invasion des termites dans Paris et en France, ce qui pourrait
permettre a terme de mieux déterminer les facteurs contrdlant la distribution des termites en
ville et de limiter les problemes qu’ils y engendrent. Au début de cette theése, une seule espece
de termite était connue a Paris. Il s’agit du termite souterrain originaire du sud-est des FEtats-
Unis, Reticulitermes flavipes (Perdereau et al. 2013a), anciennement nommeé R. sanfonensis
ou termite de Saintonge. Cette espéce exotique envahissante (appelée invasive) en France est
majoritairement présente en milieu urbain et semble posséder d’excellentes capacités a

s’adapter a cet environnement.

L’objectif principal de cette these a été d’identifier les facteurs urbains et les
caractéristiques biologiques de R. flavipes qui ont permis a cette espéce invasive de
coloniser et de persister en milieu urbain. Plus précisément, les études développées ont
visé a mieux comprendre ’origine des colonies introduites a Paris, de déterminer
comment celles-ci sont arrivées en ville et comment, malgré les moyens de lutte mis en
ceuvre au cours de ces derniéres décennies, elles ont persisté dans le paysage parisien.

C’est a I’aide des outils d’écologie urbaine, de génétique du paysage et de génétique des

5 Conventions Industrielles de Formation par la Recherche dirigé par 1’Association National Recherche
Technologie (ANRT) mandaté par le Ministére de I’enseignement supérieur, de la Recherche et de I’innovation.
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populations que nous avons caractérisé les infestations de termites a Paris et que nous

les avons comparées avec d’autres régions de France.
Ce manuscrit de these s’organisera en quatre parties :

1. La premiére partie est une syntheése bibliographique. Celle-ci mettra en avant les
différentes notions et connaissances qui seront abordées lors des études présentées dans la
partie 3. Tout d’abord, nous reviendrons sur le phénomene d’urbanisation afin de mieux
comprendre son origine et son développement. Nous présenterons €galement les grandes
caractéristiques propres au paysage urbain et comment les étres vivants répondent a
I'urbanisation et aux changements environnementaux liés a ce phénomene. Comme énoncé
précédemment, nous utiliserons les outils de la génétique du paysage pour caractériser les
infestations de termites a Paris. C’est I'une des premiéres fois que ces outils sont utilisés chez
les termites dans un contexte d’invasion. Nous ferons donc une breve présentation de la
génétique du paysage, une discipline a I’interface entre 1’écologie du paysage et la génétique
des populations. La biologie des termites sera ensuite exposée. Nous développerons, en
particulier les spécificités de ’organisation sociale, des systémes de reproduction et des
différents modes de dispersion existant chez les termites souterrains (famille des
Rhinotermitidae) du genre Reficulitermes, pour ensuite présenter 1’espéce qui a envahi le
territoire parisien : Reticulitermes flavipes. Enfin, nous exposerons les moyens de lutte et les
dispositions législatives mis en place en France pour protéger les propriétaires et limiter les

dégats causés par les Reticulitermes sur le patrimoine immobilier parisien et frangais.

2. La seconde partie exposera de maniere plus précise la problématique de cette thése
ainsi que les différents objectifs associés. Nous présenterons les connaissances déja acquises
sur les particularités de R. flavipes dans son aire invasive, ainsi que les problémes que pose
cette espece sur les activités humaines. Le premier objectif est d’identifier, a ’aide d’outils
nnovants, les limites coloniales en milieu urbain et d’étudier la persistance des colonies au
cours du temps. Le second objectif vise a identifier les facteurs biologiques et
environnementaux qui contribuent a expliquer la distribution des infestations de termites a
Paris. Enfin, le troisieme objectif est de déterminer les relations existantes entre les
populations francaises de R. flavipes afin notamment de mieux comprendre la maniere dont a

¢té fonde la population parisienne de ce termite.
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3. La troisieme partie exposera les études qui ont été réalisées au cours de cette these en
relation avec les trois objectifs décrits ci-dessus. La premiére étude a fait 1’objet d’une
publication dans le journal Genetica et a pour titre « An American termite in Paris: temporal
colony dynamics ». La seconde étude est actuellement soumise dans le journal Urban
Ecosystems et a pour titre « Spatial and genetic distribution of an American termite across the
landscape of Paris ». La troisieme étude fait I’objet d’un travail en préparation qui sera
soumis dans le journal Biological Invasions et qui a pour titre provisoire « Genetic analysis of

termite pest infestations at different spatial scales in France ».

4. La quatrieme et derniére partie, discutera de maniere plus détaillée I’ensemble des
résultats obtenus, et qui soulignent notamment 1’implication des traits biologiques et des
conditions environnementales dans la dynamique d’invasion de R. flavipes en milieu urbain.
Afin de mieux comprendre les bases de la prolifération de R. flavipes en milieu urbain, nous
avons tenté de mettre en relation les roles respectifs de I’organisation sociale, des modes de
dispersion et de la structure des colonies dans la dynamique d’infestation de R. flavipes, dune
part, et des particularités du paysage parisien et plus généralement des variables de
I’environnement urbain, d’autre part. Sur la base de nos résultats et discussions, nous avons
¢galement tenté de retracer I’histoire de I’invasion de cette espece en France et, dans le cadre
de cette these CIFRE en collaboration avec I'IRBI et la Mairie de Paris, nous avons discuté de
I’'implication de nos avancées dans la mise en place d’outils de prévention et de lutte contre

cet insecte a Paris.
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Premig¢re partie

- Synthese bibliographique -






A. Ecologie urbaine
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L’écologie urbaine est un pan interdisciplinaire de 1’écologie qui a pour but de comprendre
la relation entre les hommes, les paysages urbanisés et les processus €cologiques associ€s. Le
terme « d’écologie urbaine » est souvent utilisé¢ pour décrire I’étude écologique des Hommes
en ville, de la Nature® et notamment des relations entre Hommes et Nature en zones urbaines.
Cette discipline place la ville comme unité d’étude de I’écosysteme urbain et permet ainsi
d’étudier les interactions des organismes vivants avec les variables qui le composent. Méme si
I’environnement urbain s’est développé durant le XX siécle, les écologistes ont souvent
ignoré les aires urbaines dans 1’étude des €cosystemes (Wu 2014 ; Forman 2016), ce qui
pourtant semble aujourd’hui primordial pour la gestion, la structuration et 1’évolution des
plans d’urbanisme et de conservation. Dans cette thése nmous nous intéresserons plus
particuliérement aux interactions et processus écologiques qui se produisent entre les
organismes vivants et la ville. Nous verrons dans cette partie les principales notions
concernant I’écologie urbaine et la génétique du paysage. Les concepts abordés
permettront de mieux comprendre les problématiques liées aux espéces colonisant le

milieu urbain.

1. L’urbanisation

L’urbanisation est un phénoméne mondial croissant depuis le XVIII*™ siécle, qui s’est
particuliérement intensifié et accéléré depuis les années 1950. A la fin du XIX®™ siécle,
seules 16 villes dans le monde dépassaient le million d’habitants. Aujourd’hui, ce sont
presque 400 villes qui le dépassent et 1l est attendu que pres de 70% de la population mondiale
résidera en ville d’ict a 2030 (Henderson and Wang 2007 ; Berry 2008 ; Seto et al. 2012). Ce
phénomene résulte principalement des progres techniques et de 1’industrialisation des activités
humaines ainsi que de la centralisation des activités humaines autour des centres urbains. La
modernisation des moyens de transport et de communication a €galement permis de réduire
les probleémes liés aux contraintes de dispersion géographique. Elle a également contribué a
I’accélération de I’urbanisation et a I’expansion des villes en Europe et en Amérique du Nord,

phénomene qui se sont ensuite étendus a d’autres pays du monde (Wu 2014).

La forte croissance démographique au cours ces derniers siecles dans le monde a donné
naissance a de grandes villes qui, devenant toujours plus grandes, se sont agrégées en

meégalopoles. Ces villes formant alors de grandes unités urbaines laissent peu de place aux

6 1Ici le terme de Nature fait référence a tout ce qui n’est pas d’origine anthropique, ni ayant subi des
modifications ou faisant 1’objet d’activités anthropiques.
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espaces naturels et modifient considérablement les écosystemes avoisinants. Les principales
causes de cette croissance urbaine sont les longues vagues de révolutions industrielles qui se
sont produites, associées a de fortes croissances économiques. En Amérique du Nord, en
particulier, les nombreuses vagues d’émigration depuis 1’Europe ont rapidement permis le

développement de ces grandes villes sur la cote atlantique (Berry 2008).

Les progres techniques ainsi que 1’utilisation et le développement de nouveaux matériaux
de construction apportés par les révolutions industrielles ont amélioré les conditions de vie en
ville. Ces changements ont également créé de nombreux emplois, notamment dans 1’industrie
et les services, ce qui a contribué a étendre drastiquement les centres urbains au détriment de
la ruralité, et ce partout dans le monde (Davis and Hertz Golden 1954). Les villes se sont
structurées et organisées en grands centres urbains, a ’instar de Paris ou de grands travaux de
modernisation, entrepris par le baron Haussmann a la fin du XIXéme siecle, ont profondément
transformé la ville pour la rendre plus fonctionnelle et y accueillir un nombre toujours plus
croissant d’habitants (Gandy 1999). Lors de ces travaux, qui n’ont duré qu’une vingtaine
d’années, 75% des batiments existants ont été détruits pour faire place a des habitations
évolutives (Figure 1A), des parcs et de grands boulevards, pour y faire circuler d’importants
réseaux de transport tels que le train et le métro (Figure 1B), ainsi que le développement des
¢gouts, et plus récemment les nombreux réseaux souterrains €lectriques, de téléphonie et de
chauffage urbain (Jallon et al. 2017). Des changements similaires sur les infrastructures ont
¢té observés dans d’autres métropoles comme Londres ou encore New-York (Pecheux 1975).
Ces changements sont importants mais leur dynamique 1’est également, les villes au cours des
décennies, en plus de s’étendre géographiquement, se restructurent et se modernisent tres
régulierement avec les progres technologiques et sociétaux. En effet, les modes d’urbanisme,
la croissance de la population urbaine et les besoins sociétaux évoluent avec le temps,
nécessitant le renouvellement constant des infrastructures et entrainent I’expansion des zones

urbaines.

Un des plus grands progres technologiques qui a majoritairement contribué a la croissance
urbaine fut le développement des réseaux de transport, un élément clé dans la structuration et
la croissance des villes. C’est au cours du XIX®™ siécle, avec le développement du chemin de
fer, que les transports, de biens dans un premier temps et de personnes ensuite, ont facilité les
¢changes entre les villes. Bien que les transports maritimes et fluviaux aient longtemps été au
ceeur des échanges, le réseau ferré a permis une accélération de ces échanges, tant sur les

temps de transport que sur la fréquence des échanges. De plus I’extension des réseaux en
27



Figure 1 : Photographies illustrant les travaux restructurant profondément Paris au cours des Grands travaux d’Haussmann. A) Démolition entre la rue de I’Echelle et la rue

St Augustin en 1877 par Charles Marville. B) Mai 1899 Paris rue de Rivoli travaux du Métropolitain Hermagis par Eugéne Trutat et conservé au musée de Toulouse.
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Europe et aux Ftat-Unis a permis de relier un trés grand nombre de villes qui ne ’étaient pas

auparavant et a contribué a leur croissance (Davis and Hertz Golden 1954 ; Berry 2008).

Le développement concomitant entre villes et réseaux de transport est au cceur du
développement urbain. La réduction des temps de transport permet au travailleur de résider en
zone périurbaine et de travailler dans le centre des villes. Ces changements ont contribué
fortement a I’expansion urbaine, créant ainsi un gradient d’urbanisation centré autour des
grandes métropoles et meégalopoles (Berry 2008). Il existe aujourd’hui une grande diversité de
moyens de transports de biens et de personnes qui se sont ajoutés et ont complété les réseaux
existants, transformant la structure et le fonctionnement des centres urbains vers une
ouverture mondiale. Cette globalisation des échanges est au cceur de la croissance des villes et
de leur extension. Il est prédit qu’entre 2000 et 2030 la surface de zone urbaine globale sera
triplée, permettant d’accueillir une population urbaine toujours plus importante (Seto er al.
2012). Ainsi, caractériser le paysage urbain devient une activité nécessaire pour appréhender
les facteurs qui le modelent, tels que les processus écologiques ou socio-économiques, et pour

mesurer I’impact écologique de I’urbanisation.

2. Caractéristiques générales du paysage urbain

L’occupation des sols est I'un des principaux €léments utilisés en écologie du paysage pour
désigner de fagon générique un habitat et le caractériser simplement. Le terme souvent utilisé
pour désigner 1’occupation du sol recouvert par la ville est « tissu urbain ». Ce tissu urbain
possede des caractéristiques propres dont la structure et la fonctionnalité paysageres peuvent
étre trés variables. Le changement d’occupation du sol avec 1'urbanisation se traduit le plus
souvent par le remplacement des sols naturels, du couvert végétal et des autres éléments des
paysages naturels par de multiples surfaces urbaines imperméables, telles que le béton, la
brique, le verre ou encore le métal au-dessus et en dessous du sol. Ces évolutions entrainent
de nombreux changements : sur la nature de la réflexion et de la radiation des surfaces au sol,
mais €galement sur les échanges de température au sol, les flux hydriques (écoulement et
stockage des masses d’eau) et aérodynamiques (vitesse et orientation des vents), et ce, a des

¢chelles locales et régionales (Gilbert 1991 ; Berry 2008).

Les matériaux utilisés par ’'Homme pour faconner les villes sont de nature a les protéger
des aléas environnementaux auxquels ils sont sensibles mais également pour améliorer son
bien-étre et faciliter ses activités. Au vu de la conductivité thermique, de la radiance et

réflexion des matériaux utilisés, le sol et les batiments stockent de grandes quantités de
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chaleur (Oke 1973 : Jenerette ef al. 2016). Durant la nuit, les réserves d’énergie stockées
nourrissent ce que 1’on appelle 1’effet d’ilot de chaleur (UHL, Urban Heat Isiand) (Oke 1973),
ou la variabilité¢ journaliere des températures au sol et atmosphérique ont tendance a
augmenter localement en milieu urbain (Figure 2) (Imhoff er al. 2010 ; De Munck ef al.
2013). Cet effet de nature physique est €galement accentué par les activités humaines,
notamment par les émissions de chaleur des véhicules et des systémes de climatisation, entre
autre (Taha 1997). De plus, le faible pourcentage de couvert végétal généralement observé
dans les centres urbains ne permet pas de réduire les effets de I'UHI a I’échelle de la ville,
méme si localement, dans certaines villes comme Manchester (Royaume-Uni), les espaces
végétalisés contribuent a réduire un peu la température de I’air au cours de la journée

(Charalampopoulos and Chronopoulou-Sereli 2005 ; Skelhorn et al. 2016).
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Figure 2 : Profils de températures nocturnes montrant 1'Tlot de chaleur urbain de Paris sur une section Ouest-Est
mesurés au cours de 1’été 2003. Le profil noir est celui inhérent a Paris et en violet celui prenant en compte les
systémes de climatisation. Réalisé d’aprés De Munch et al. 2013.

Ce phénomene d’effet d’ilot de chaleur a été trés étudi€ et est treés bien connu aujourd’hui. Il a
¢té¢ montré, d’une part, qu’il jouait un role important dans le fonctionnement de 1’écosystéme
urbain (Bolund and Hunhammar 1999 ; Weng ef al. 2004 ; Parmesan 2006 ; Santamouris et
al. 2007 ; Connors et al. 2013) et, d’autre part, qu’il aura tendance a s’intensifier avec les
effets des changements climatiques globaux a venir (Luber and McGeehin 2008 ; Wilby 2008
: Fallmann ef al. 2016).

La réduction des surfaces végétales et I’apparition de nouvelles surfaces artificielles
entrainent une fragmentation des habitats pour les organismes vivants au sein et autour des
aires urbanisées. De plus, les réseaux routiers et ferroviaires qui alimentent et structurent

I’activité des centres urbains contribuent a cette fragmentation. Machlis er al. (1997) ont
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décrit le paysage urbain comme une mosaique complexe de patchs biotiques* et abiotiques*
au sein d’une matrice d’infrastructure et d’organisation sociale humaine. Ces différents patchs
et les différentes relations fonctionnelles et structurelles qui les lient sont dépendants de leur
connectivité* et de leur fragmentation* (Figure 3) (Bierwagen 2007). En ville, ’existence
de nombreux habitats trés divers (batiments, parcs, friches, jardins, caves ...) a pour
conséquence de créer une forte hétérogénéité spatiale* a 1’échelle du paysage urbain (Figure

3) (Connors ef al. 2013).
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Figure 3 : Illustrations des caractéristiques structurelles et fonctionnelles du paysage. D’aprés Connors ef al.
2013.

Au méme titre que les paysages naturels, les paysages urbains changent et évoluent au
cours du temps. Cependant, les régimes de perturbation générés par les activités humaines
sont bien plus intenses et plus fréquents que dans les milieux naturels (Pickett and Rogers
1997 ; Niemelad et al. 2002). On peut classer ces perturbations selon leurs impacts dans le
temps et I’espace. En ville, a une courte échelle de temps et d’espace, les perturbations
générées par les activités humaines sont 1’utilisation de moyens de transport (voitures, trains,
avions...), la construction et la destruction d’infrastructures (habitations, routes, parcs...)

(Madlener and Sunak 2011), mais aussi 1’entretien de ces infrastructures tels que 1’entretien
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des espaces verts, les réparations des réseaux d’eau, d’égout ou de chauffage (Jim 2003 ;
Brunzel e al. 2009). A des échelles de temps et d’espace plus larges, les perturbations dues
aux activités humaines, dont la production de lumieres nocturnes, de bruits, ou encore les
pollutions des sols et de I’air, entrainent des perturbations chroniques propres aux aires
urbaines (Kowarik 2011). Ces différents régimes de perturbations peuvent avoir des impacts
variables sur la diversité et les communautés d’organismes vivant en ville (Blair and Launer
1997). Mais souvent, les espaces végétalisés urbains présentent un régime de perturbations

moindre et peuvent ainsi servir de réservoir de biodiversité (Angold ef al. 2006 ; Shochat et

al. 2010).

Toutes ces caractéristiques sont communes aux différentes villes du monde ; en revanche
I’agencement de la mosaique des constructions et entités urbaines (espaces verts, routes...) et
donc la nature et la structure du paysage urbain sont trés variables entre villes,
agglomérations, voire aussi entre zones urbaines de pays différents. Le paysage urbain est
souvent régi par les grandes étapes historiques et architecturales et, plus récemment, par les

plans d’urbanisme ciblés qui les ont fagonnés.

3. Réponses des organismes a I’environnement urbain

La transformation et la fragmentation des habitats représentent les principales causes de
perte de biodiversité¢ a 1’échelle mondiale et les effets de ces modifications dépassent
largement les limites des espaces anthropisés (Vitousek er al. 2008). Les villes n’altérent pas
seulement la biodiversité, en réduisant la diversité¢ et le nombre d’especes comme cela a
souvent ét¢ admis (McKinney 2008 : Moller 2009 ; Aronson et al. 2014), mais jouent
¢galement un role sélectif (Croci er al. 2008), induisant parfois chez certains organismes des
changements adaptatifs rapides (Fierst 2011). Ces changement sélectifs ont pour origine les
effets combinés des modifications de structure et de composition des paysages (ex :
fragmentation et connectivité), ainsi que des interactions avec les autres organismes (eX :
prédation). Les réponses des organismes a ces changements environnementaux peuvent étre
de différentes natures. Selon McDonnell et Hahs (2015), les organismes présents en zones
devenues urbaines peuvent : migrer hors de la zone s’ils ont la possibilité de se déplacer,
disparaitre localement, développer des traits permettant de survivre aux conditions urbaines et
se reproduire (adaptations), ou persister s’ils possedent déja des traits leur permettant de

survivre en ville (préadaptation) (Figure 4) (Encadré 1).
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Ecosystéme urbain

Préadaptées aux Persistance en Nouveau groupe
conditions urbaines milieu urbain d’especes urbaines

Groupes d'espéces Réponse
initiales adaptative

Mal adaptées aux
conditions urbaines

Groupes d'espéces Migration et/ou extinction locale
invasives

Figure 4 : Voies possibles de réponses des organismes suite a des changements de conditions environnementales
associées au développement urbain ou a son évolution. Les chiffres font référence aux chemins potentiels pour

les organismes qui 1) migrent et fuient le milieu urbain, 2) et 3) s’adaptent aux conditions urbaines, et 4)

disparaissent localement. D aprés McDonnell et Hahs 2015.

Encadré 1 : Concept d’adaptation

L’adaptation peut étre définie comme une augmentation de la valeur sélective™ (fitness)
des individus d’une population en réponse a un changement de 1’environnement (Gienapp et
al. 2008). L’adaptation s’accompagne de changements phénotypiques™ pour les traits
d’histoire de vie* déterminants la valeur sélective dans un environnement donné, ainsi que
tous les caracteres qui y sont associés. Ces changements peuvent étre plastiques ou
génétiques. La plasticité phénotypique est la gamme de variations des phénotypes que peut
prendre un génotype* donné sous les effets de I’environnement. Le phénotype concerné peut
étre d’ordre morphologique, physiologique, comportemental ou méme relatif a un trait

démographique (Dufty er al. 2002).

On parlera ici d’adaptation lorsque 1’évolution phénotypique observée est le résultat d’une
modification de la composition génétique de la population en réponse aux pressions de

sélection du nouvel environnement.

On parlera également de préadaptation, ou traits préadaptés, lorsque les phénotypes
observés ne résultent pas d’une modification de la composition génétique de la population

dans un nouvel environnement. On ne peut cependant pas exclure que les phénotypes
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observés résultent de modifications génétiques dans un environnement. Il est possible que les
individus introduits dans une nouvelle aire de répartition partagent les mémes facteurs
sélectifs et donc que le nouvel environnement exerce les mémes pressions de sélection que

I’environnement dans lequel la population source provient.

La structure en patchs d’habitats, par exemple des espaces verts urbains, rend la dispersion
difficile et risquée pour les taxons avec de faibles capacités de dispersion. La connectivité
entre les patchs est un facteur important puisqu’elle peut influencer la présence et I’abondance
des especes dans le paysage urbain (Bierwagen 2007). En effet, si une espece peut se déplacer
plus ou moins facilement entre les patchs d’habitats qui lui sont favorables en ville, cela va
fortement influencer son occurrence dans tous les patchs correspondants. A I’inverse, une
faible connectivité entre patchs favorables, associée aux capacités de dispersion de I’espece,
vont réduire la probabilité d’occurrence de cette espece dans tous les patchs présents en ville.
Il peut alors, suivant le degré de connectivité des patchs d’habitats, se mettre en place une
dynamique de migration des populations urbaines d’une espece vers des habitats qui lui sont
plus favorables. Cependant, I’amplitude, la durée et [’étendue des changements
environnementaux dus a 1'urbanisation sont telles que la grande majorité des especes n’ont
pas la capacité de migrer ou de s’adapter pour survivre a de tels changements (Grant ef al.
2011). Les approches en métapopulations ont révélé que la dynamique de
colonisation/extinction en milieu urbain, ou la fragmentation des habitats est importante, est
comparable a celle des modeles insulaires (Wilson and MacArthur 1967 ; Pickett and Rogers
1997 ; Clergeau ef al. 2004). Chez les plantes, notamment, de nombreuses extinctions locales
se produisent et ont pour conséquence une diminution de la diversité spécifique en ville

(Bastin and Thomas 1999 ; Husté and Boulinier 2007 ; Duncan ef al. 2011).

L’adaptation au milieu urbain peut s’avérer étre complexe au vu de I’amplitude des
changements environnementaux. En effet, I’adaptation génétique™ (voir encadré 1) est
souvent vue comme un processus suite auquel les organismes composant la population
deviennent adaptés aprés de nombreuses geénérations. A I’'inverse, des individus ayant des
capacités d’adapter leur phénotype aux changements environnementaux ont a priori une plus
grande probabilité de survie. Ces changements de traits phénotypiques sont dit plastiques
(plasticité phénotypique). En revanche, il est possible que ces changements soient durables
dans le temps et entrainent éventuellement des modifications génétiques (microévolution). De

récentes ¢tudes ont mis en évidence que les activités humaines induisent des changements
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micro-évolutifs sur de plus courtes échelles de temps (en centaines d’années), en exercant
d’importantes pressions de sélection sur les populations urbaines (Alberti 2015 ; Donihue and
Lambert 2015). Les différenciations phénotypiques et génotypiques observées entre
populations urbaines et non-urbaines ne résultent pas forcément de réponses adaptatives, mais
peuvent avoir été induites par des processus démographiques (effet de fondation, dérive

génétique) (Donihue and Lambert 2015).

Certaines especes venant d’environnements vari€s possedent des traits phénotypiques leur
permettant de survivre dans un environnement urbain. Les individus de ces especes
préadaptées™® (voir encadré) a I’environnement urbain sont souvent capables de répondre a
I’environnement par plasticit¢ phénotypique. L’urbanisation génére de nouvelles niches
écologiques® qui ne restent vacantes que peu de temps. De plus, I’augmentation de la
disponibilité alimentaire issue des rejets humains (ex : ordures ménageres) ou de ses activités,
et les infrastructures humaines qui conférent des abris, permettent aux organismes de mieux
résister aux aléas climatiques, de survivre et de croitre rapidement en milieu urbain (Shochat
et al. 2006). Par exemple, dans les villes européennes, le rat (Rattus rattus et Rattus
norvegicus), de nature omnivore, est trés opportuniste ; il peut se nourrir d’une grande variété
d’aliments et, en ville, la production de nombreux déchets organiques lui est trés favorable
(Feng and Himsworth 2014). De méme, le pigeon de biset (Columba livia), peu sélectif sur les
sites de nichoir, ayant une large gamme d’aliments et étant trés tolérant aux perturbations
humaines, a pu s’installer en ville trés facilement (Sacchi ef al. 2002). Le nombre de pigeon
en ville a pu étre corrélé au nombre de personnes y vivant. Plus une ville compte d’habitants
plus le pigeon y est présent, notamment au cceur du centre urbain (Jokiméki and Suhonen
1998 : Sacchi er al. 2002). Les caracteres communs des différentes villes du monde permet
¢galement aux especes exploitant le milieu urbain de s’étendre régionalement, voir méme

mondialement (McKinney 2006).
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Encadré 2 : La notion d’espéce invasive

La notion d’espece invasive a été introduite par Elton en 1958 (Meyerson and Simberloff
2017) définissant ce qu’était 1’étude des invasions biologiques. Il existe une grande quantité
de termes dans la littérature désignant ce qu’est une espéce invasive : aliéne, exotique, non-
indigéne, introduite, non-native, naturalisée ... L’existence de tous ces termes traduit bien
I'incertitude autour de la définition d’une espeéce invasive (Valéry er al. 2008). Le plus
souvent les définitions se basent sur deux critéres : un critere géographique et un criteére
d’impact ; ou I'intérét est porté sur ’origine de I’espeéce et sur I'impact négatif qu’elle peut

avoir, tant sur des aspects de biodiversité, des aspects sanitaires ou encore économiques.

Afin d’eviter toute confusion dans 1’utilisation de ces termes, nous nous réfererons aux
termes définis par la « Stratégie nationale francaise relative aux especes invasives » (Muller er
al. 2017). 11 convient de définir dans un premier temps les especes qui ne sont pas considérées
comme invasives. Ces especes ou populations sont nommeées natives ou indigénes quand on
les retrouve dans leurs aires de répartition naturelle. Vient ensuite la notion d’espece qui a été
mtroduite que I’on nommera espéce exotique, représentant toutes especes ou population
d’une espéce introduite en dehors de son aire de répartition naturelle. Le terme « invasive » en
anglais peut etre traduit par « invasif » ou « envahissant » en francais, et contribue a la
confusion sur la définition et ['utilisation de ce terme. Ici nous qualifierons une espeéce
envahissante, toute espece ou population d’espéce native qui dans son aire de répartition
naturelle croit de facon importante démographiquement et spatialement et ayant un impact
négatif, d’ordre sanitaire, socioéconomique ou sur la biodiversité. Enfin, nous utiliserons le
terme d’espeéce invasive pour désigner les espéces exotiques envahissantes, especes qui ont
¢té introduites en dehors de leur aire de répartition naturelle et dont I’introduction et la
propagation constituent une menace d’ordre sanitaire, socio-économique et/ou pour la

biodiversité.
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La globalisation des échanges et ’homogénéisation des habitats, et notamment du paysage
urbain, facilitent I'introduction et I’expansion des espeéces envahissantes et invasives (voir
encadré 2 pour les définitions). La croissance des réseaux de transports maritimes et terrestres
entre les villes permet le transport, I'introduction et I’expansion de nouvelles especes
(exotiques ou non) dans de nombreuses villes et qui, pour un grand nombre d’entre elles, sont
capables d’exploiter les habitats urbains (McKinney 2006). Le nombre d’espéces végétales
mtroduites en ville, par exemple, est I'une des principales conséquences de 1'urbanisation et
contribue a ’homogénéisation biotique des villes (Gilbert 1991 ; Weber 2017). En effet, la
présence des mémes essences végétales dominantes dans de nombreuses villes peut favoriser
I'introduction et la prolifération d’autres especes animales qui y sont associées. Souvent, les
especes qui persistent en milieu urbain ont une démographie importante, pouvant a terme
provoquer la disparition d’espéces natives (par compétition ou prédation) ou poser
d’importants problémes €conomiques et sanitaires pour ’'Homme (PySek and Richardson
2010 ; Shochat ef al. 2010). Beaucoup des especes les plus communes en ville sont invasives
dans le monde (Shochat et al. 2006) comme le rat (Rattus norvegicus), la souris (Mus
musculus) (Layne 1997), le pigeon (Columba livia) (Robbins 1995) ou encore la fourmi
d’Argentine (Linepithema humile) (Suarez et al. 2001). Certaines d’entre elles possédaient,
avant 1’introduction, les traits biologiques leur permettant de s’installer et proliférer (Evans et
al. 2009 ; Van Kleunen ef al. 2011), d’autres ont développé des adaptations au milieu urbain
malgré les contraintes associées (Parker ef al. 2003 ; Dlugosch and Parker 2008 ; Ascunce et
al. 2011). En effet, I’adaptation a un environnement présuppose une forte adaptabilité,
laquelle est souvent associée a une forte diversité génétique. Pourtant, la plupart des
populations introduites subissent une réduction de diversité génétique et démographique
durant ou suite a I'introduction (Facon ef al. 2006 ; Evans et al. 2009 ; Lawson Handley ef al.

2011 ; Estoup ef al. 2016).

Les traits communs aux especes qui persistent en milieu urbain sont principalement
associes a la nature du paysage urbain et a ces variations temporelles et spatiales décrites plus
haut. En effet, la fragmentation des habitats, les forts régimes de perturbations et I’isolement
des populations sont des facteurs sélectifs importants contraignant la vie en ville. Pour
répondre a ces différentes pressions, les espeéces présentes en milieu urbain possedent
généralement un temps de génération court (jours/mois), une bonne mobilité relative et
possedent une grande diversité génétique (McDonnell and Hahs 2015). Ces traits que 1’on

vient de présenter permettent une adéquation espeéce-environnement nécessaire a la

37



persistance des organismes dans leur milieu. Cependant, on peut se demander comment cette
adéquation s’opere en milieu urbain ou les changements environnementaux sont fréquents,

souvent d’amplitudes importantes et rapides.

4. La génétique du paysage

La génétique du paysage est une science récente dont les premieres publications, provenant
entre autre de Stéphanie Manel (Directrice d’Etude EPHE’ au CEFE? de Montpellier), datent
d’une quinzaine d’années. Cette discipline se situe a P’interface entre la génétique des
populations, I’écologie du paysage et les techniques d’analyses spatiales. S'appuyant a la
fois sur les systemes d'information géographique (SIG) et les nouveaux outils de la biologie
moléculaire, la génétique du paysage propose de nouveaux moyens et modeles pour identifier
et quantifier les effets de la structure des paysages sur les processus micro-évolutifs, tels que
les flux de génes, la dérive génétique et la sélection, en utilisant des données génétiques
adaptatives ou neutres (Manel er al. 2003 ; Storfer et al. 2007). La génétique du paysage
compte encore un nombre limité d’experts ayant des connaissances approfondies dans les
trois disciplines auxquelles elle fait appel. Le plus souvent, les chercheurs qui utilisent la
génétique du paysage possedent des compétences en génétique des populations ou en écologie
du paysage et/ou en statistique spatiale, mais rarement les trois a la fois (Wagner ef al. 2012).
L’utilisation de la génétique du paysage est généralement motivée par deux points de vue : le
premier amene les scientifiques a s’intéresser aux caractéristiques du paysage qui affectent les
processus évolutifs et est généralement adoptée par des chercheurs possédant de trés bonnes
connaissances en génétique des populations et en biologie évolutive ; le second est suivi par
les écologistes qui ne s’intéressent pas spécialement a la génétique mais qui I'utilisent pour
identifier les processus écologiques sous-jacents aux variations geénétiques tels que la
dispersion ou les effets de la modification des paysages (Wagner ef al. 2006 ; Cushman and
Lewis 2010).

Un des principaux objectifs de la génétique du paysage est d’identifier et de
quantifier I’effet des facteurs paysagers et environnementaux sur la structure génétique
et I’évolution des populations d’organismes a différentes échelles temporelles et
spatiales. Elle permet notamment d’identifier des caractéristiques du paysage pouvant agir

comme barriere ou au contraire facilitant les flux de genes entre les populations, d’identifier

7 Ecole Pratique de Hautes Etudes.
8 Centre d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive.
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¢galement des changements de variations génétiques au cours du temps, mais aussi de savoir
si ces caractéristiques agissent ou non sur la valeur sélective des individus ou des populations
et sur la persistance dans le temps. Balkenhol ef al. (2016) propose une approche analytique
en trois étapes interdépendantes afin d’appréhender les questions posées par la

génétique du paysage :

La premiére étape consiste a caractériser et mesurer les variations génétiques et ainsi
identifier les processus micro-évolutifs qui nous intéressent. Pour cela, une approche
préalable de génétique des populations est nécessaire afin d’identifier et de décrire la
composition génétique des individus ou des populations échantillonnées dans la zone d’étude.
Les variations geénétiques d’une population ou d’une espece sont influencées par quatre
processus majeurs que sont les mutations*, la sélection*, les flux de geénes* et la dérive
genétique* (Hedrick 2011 ; Allendorf ef al. 2012). Deux composantes sont principalement
¢tudides en génétique du paysage lorsque 'on évalue les variations génétiques des
populations. La premicre est la diversité génétique, qui est la part de variation génétique
observée chez les individus, les populations, sur une aire géographique déterminée. La
seconde est la structure génétique qui cherche a identifier la distribution de ces variations
entre les individus, les populations ou sur une aire géographique précise. L’ utilisation de loci
neutre* ou adaptatifs* permet d’étudier de fagon différente les effets qu’ont les paysages sur
les variations génétiques des individus et des populations, effets qui sont en génétique du
paysage les unités d’analyses principalement utilisées. Les loci adaptatifs affectent
directement ou non le phénotype ou la fitness d’un organisme. De plus, le paysage ou les
facteurs environnementaux dans lesquels se trouvent les organismes vont influencer les
fréquences alléliques via la sélection (Dionne er al. 2008). Les fréquences alléliques de loci
neutres sont en revanche principalement affectées par les flux de geénes et la dérive génétique
(taille des populations). De méme, les marqueurs génétiques utilisés influenceront
différemment les résultats aux questions posées par leur diversité de transmission, de

variabilité et de période d’inférence temporelle (Encadré 3).
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Encadré 3 : Les marqueurs moléculaires

Il existe une multitude de marqueurs moléculaires que I’on peut regrouper en deux grands
types : les codominants et les dominants. Avec les marqueurs codominants (i.e.
microsatellites, SNP) 1l est possible de visualiser les deux alléles* a un locus particulier sous
la forme d’un génotype (p.ex., AA versus AB). Les loci dominants eux (par exemple
Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP), sont généralement enregistrés dans un
format binaire présence/absence. L’ADN mitochondrial et chloroplastique sont généralement
analysés en utilisant un séquencage ADN qui géneérent des données haplotypiques*. Voici

quelques exemples de marqueurs génétiques utilisés en génétique du paysage :

Marqueurs Héritabilité Variabilité Echelle1amporcls

d'inférence
Microsatellites Biparentale Forte Récente
Amplified fragment length polymorphism (AFLP) Dominante* Forte Récente
Single Nucleotide polymorphism (SNP) Biparentale Moyenne Intermediaire
Séquence d'ADN mitochondrial Uniparentale faible 8 Moyenne Ancienne
Séquence d'ADN chloroplastique Uniparentale Faible Ancienne

*méthode donnant des données de type présence/absence d'un fragment d’ADN.

Au cours de cette thése, nous avons utilisé des marqueurs microsatellites (ADN nucléaire)

et un fragment de la séquence du gene mitochondrial du Cytochrome Oxydase II (COII).
Les microsatellites

Les marqueurs microsatellites ou STR (Single Tandem Repeats) sont des fragments
d’ADN nucléaire de séquences répétées (ou motifs) de 2 a 6 paires de bases. Les motifs les
plus utilisés sont ceux faisant intervenir de motifs di-, tri- et tétra-nucléotides. Pour illustrer
ceci, voici un locus microsatellite avec un motif tri-nucléotide répété six fois (TAG)s:
TAGTAGTAGTAGTAGTAG. L’apparition de ces répétitions est due a des erreurs de la
polymérase lors de la réplication de I’ADN ; ces erreurs ajoutent ou suppriment des motifs
microsatellites (Jarne and Lagoda 1996). Le nombre de motifs désignant ainsi les différents
alleles d’un méme locus microsatellite et leur taille associée permet de les distinguer et de les

identifier apres amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction).

Ces marqueurs possedent plusieurs avantages tres utiles en génétique des populations. Ce
sont des marqueurs neutres avec une forte variabilité due a un fort taux de mutation, et a

transmission biparentale permettant d’identifier les individus homozygotes* et
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hétérozygotes* chez les organismes diploides tels que les termites (Vargo 2000 ; Dronnet ef

al. 2004 ; Yamamoto and Matsuura 2012).
Le géne de la Cytochrome Oxydase II (COIl) @@=

L’ADN mitochondrial est propre a I’organelle de la mitochondrie ou la quasi-totalité de
son génome est codant. Il est hérité maternellement et possede un taux de mutation souvent
plus élevé que les parties codantes du génome nucléaire et, contrairement a ce dernier, il ne se
recombine pas. Chez les eucaryotes ou il est présent, ’ADN mitochondrial est utilisé en

génétique des populations pour retracer I’histoire évolutive des especes et des populations.

Chez les termites du genre Refticulitermes, plusieurs de ces marqueurs ont été utilisés pour
retracer 1’histoire évolutive de ce groupe (COIL, COII et NDI). Mais le marqueur qui semble
étre le plus approprié pour identifier les variations génétiques des populations de ce groupe est
celui d’un fragment du gene de la Cytochrome oxydase II (COII) (Jenkins ef al. 2001 ; Uva et
al. 2004 ; Luchetti et al. 2005 ; Perdereau et al. 2013a ; Dedeine ef al. 2016).
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Figure 5 : Illustrations des caractéristiques paysagéres influencant les processus écologiques et I’implication de la notion d’échelle dans ces processus. A : schéma montrant
différents processus individuels et populationnels se produisant a différentes échelles spatiales et temporelles. Les processus de reproduction entre les individus d’une
population se produisent a une échelle de temps et d’espace courte alors que les processus de spéciation se produisent typiquement sur de longues périodes de temps a de
grandes échelles spatiales. B : illustration des effets de changement de grain et d’étendue sur la composition du paysage. On présente ici une mosaique de deux types
d’habitat : forestier (noir) et non forestier (blanc). Les effets de différents grains sont observés verticalement avec un grain ou la taille de pixel représenté varie de 60, 240 et
280 métres. Les effets de I’étendue sont observés horizontalement ot 1’étendue entiére de la zone est dans la colonne de gauche suivie par une premiére étendue restreinte de

la zone d’étude (1) puis une seconde (2), les étendues de ces zones restreintes sont visibles (en rouge) dans la case du haut a gauche (d’aprés Cushman ef al. 2016).
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Dans la seconde étape, il est nécessaire de caractériser le paysage dans lequel ont été
¢chantillonnés les individus ou les populations de notre étude, ceci afin de quantifier
I’hétérogénéité spatiale du paysage et mesurer sa composition et sa configuration. Les
principales questions que pose 1’écologie du paysage sont de savoir d’ou provient cette
hétérogénéité spatiale, comment elle évolue au cours du temps et pourquoi elle est impliquée
dans les processus €cologiques. Les interactions entre les patterns spatiaux et les processus
¢cologiques sont dépendants des caractéristiques des €chelles de temps et d’espace qui les
structurent et les composent (Figure 5SA). En effet, I’étendue* et le grain*® de la zone d’étude
influencent fortement les réponses aux questions posées car, suitvant 1’échelle d’étude a
laquelle on s’intéresse, les patterns spatiaux visés auront des structures et des compositions
différentes (Johnson et al. 1992 ; Wiens et al. 1993) (Figure 5B). L hétérogénéité du paysage
est mesurable par I’identification de patterns spatiaux tels que la diversité* et la dominance*
d’habitat, leur fragmentation en patch, leur connectivité et leur distribution aux échelles

considérées (Turner 1989 ; Wiens 1992).

Enfin, la troisiéme étape de cette approche analytique consiste a identifier les liens qui
existent entre I’hétérogénéité du paysage et les variations génétiques que ’on observe
dans la zone d’étude. Un des principaux problémes est d’identifier les relations entre les
données génétiques et les données paysageres tout en tenant compte de la structure spatiale
qui leur est inhérente. L hétérogénéité du paysage crée une structure spatiale de facteurs
environnementaux auxquels les organismes répondent souvent, ce qui peut parfois encore
renforcer les structurations (dispersion et reproduction restreinte géographiquement). Ces
processus créent ce que 1’on appelle de I’autocorrélation spatiale positive* sur les données
génétiques que l’on peut facilement identifier grace a des statistiques spatiales. Pour
simplifier, 1’autocorrélation spatiale se traduit de la fagon suivante : en moyenne, les
organismes géographiquement proches sont plus similaires génétiquement que ceux
géographiquement distants (Austin 2002). La nature de cette autocorrélation spatiale étant de
diverses origines, elle peut résulter d’un 1solement géographique (uniquement attribué a la
distance) entre les organismes d’une population que I’on appelle isolement par la distance
(Wright 1943 ; Slatkin 1993) (IBD). Lorsque seule la structure du paysage est responsable de
I'1solement, et non pas uniquement la distance entre les organismes, on 1’identifie comme
¢tant un isolement par résistance (McRae 2006) (IBR). Il est possible de mesurer cet
1solement grace a I’utilisation de modeles de surface de résistance* que I’on peut établir a

partir de I’hétérogeénéité paysagere mesurée précédemment (Spear ef al. 2010).
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L’identification de ces liens entre patterns spatiaux, structures paysageres et variations
génétiques (flux de genes) permet de tester des hypotheses sur les facteurs biotiques et

abiotiques contribuant a structurer les populations d’organismes.

La génétique du paysage est communément employée en recherche appliquée pour
appréhender des problématiques centrées autour de la conservation et de la préservation de la
biodiversité¢ (Wood and Pullin 2002 ; Boulet ef al. 2007 ; Segelbacher ef al. 2010 ; Castilho et
al. 2011). En effet, les approches développées permettent notamment la quantification des
effets de la fragmentation et de la connectivité des habitats sur la structuration des
populations. Egalement, elle peut permettre d’apporter des réponses concrétes lorsqu’il s’agit
de maintenir des populations pérennes ou de rétablir un paysage fonctionnel pour les
organismes d’intéréts, par exemple en modifiant les facteurs paysagers qui limitent les flux de
genes (Wood and Pullin 2002). Parallelement, peu d’études ont porté sur 1’utilisation de ces
outils chez les espéces invasives, en particulier les études visant a identifier les processus
écologiques associés a leur introduction dans un nouvel environnement (Lecis ef al. 2008). A
I’instar des recherches dans les domaines de la conservation, les recherches sur les invasions
biologiques utilisent largement les approches de génétique des populations pour tenter
d’expliquer les mécanismes sous-jacents a I’installation de ces especes. La génétique du
paysage pourrait ainsi répondre a des questions portant sur les effets paysagers sur les
populations d’espéces exotiques envahissantes et les mécanismes d’adaptation a un
nouvel environnement. Dans cette thése, nous avons donc pu appréhender I’utilisation
de cet outil sur une espéce invasive trés présente en milieu urbain, le termite
Reticulitermes flavipes. De plus, les termites étant des insectes sociaux, la génétique des

populations et leur écologie sont assez particulieres (voir partie suivante).

44



B. La biologie des termites
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1. Généralité sur les termites

Les termites sont des insectes sociaux, avec des castes différenciées et complexes, des
comportements de groupes coordonnés autour de la construction du nid et de la recherche de
nourriture. L’eusocialité est définie selon 3 critéres (Wilson and Holldobler 2005) : (1) un
chevauchement des générations induisant une coopération entre des individus d’age différent,
(2) I’existence de soins aux jeunes par des individus de cohortes* plus agées (Hamilton 1964)
et (3) une organisation de la colonie en différentes castes dont une caste au moins spécialisee
dans la reproduction. L’origine et le maintien de 1’eusocialité chez les insectes sont souvent
attribués a la sélection de parentéle (Kin selection) (Queller and Strassmann 1998 ; Korb and
Heinze 2004) qui, d’un point de vue évolutif, attribue la coopération entre individus par le
degré d’apparentement qu’ils posseédent entre eux, ainsi que les bénéfices et les cotits associ€s
a la coopération (Hamilton 1964). Chez les termites, il est possible que d’autres facteurs,
parmi lesquels la transmission de symbiotes bénéfiques indispensables a la nutrition (Nalepa

2015), ont également favorisé la coopération et la vie sociale.

Les termites appartiennent au super-ordre des Dictyoptéres. Ils forment I’ordre des Isoptera
(Misof er al. 2014) et sont apparentés aux Blattes (Inward ef al. 2007b). Certains auteurs les
assimilent a I’ordre des Blattodea. En effet les analyses phylogénétiques les plus récentes
montrent que les termites forment un groupe monophylétique des Blattopteres et que leur
groupe frére correspond aux blattes sub-sociales xylophages® du genre Cryprocercus (famille
des Cryptocercidae) (Lo ef al. 2000 ; Inward et al. 2007a ; Bourguignon ef al. 2015). Malgré
la forte similitude avec les Hyménoptéres eusociaux (les fourmis, certaines guépes et
abeilles), les termites ont un systéme de reproduction diplo-diploide et les deux sexes
coexistent au sein de chaque caste. Contrairement aux Hyménoptéres qui sont
Holométaboles*, les termites sont des insectes Heétéromeétaboles® ou encore

Paurométaboles®.

Les termites se composent de huit familles (Figure 6), avec notamment les Rhinotermitidae
et les Termitidae qui constituent les lignées les plus apicales dans 1’arbre phylogénétique, qui
présentent le nombre d’especes le plus important avec environ 300 et 2000 especes connues,
respectivement (Lo ef al. 2000 ; Inward ef al. 2007b ; Legendre ef al. 2008 ; Bourguignon et
al. 2015).

9 Qui se nourrit de bois.
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Figure 6 : Représentation schématique de I’arbre phylogénétique du groupe des Isoptéres basé sur les analyses
moléculaires de différents fragments d’ADN des génes mitochondriaux 16S, COII et 12S. D’aprés Bourguignon
et al. (2015).

Les différentes familles d’Isopteres possédent des écologies diversifiées, avec des nids de
nature et construction tres différentes, ainsi que des modes de nutrition variés. Les termites se
nourrissent de matériaux issus de plantes mortes a différents stades de décomposition (Bignell
and Eggleton 2000). Les préférences alimentaires des termites varient entre les especes et les
groupes et s’étendent selon un gradient d’humification, depuis les racines et les tiges vivantes
en passant par le bois mort sec et méme jusqu’a I’humus du sol (Donovan ef al. 2001).
L’assimilation de la cellulose est possible grace a I’action de tout un cortege de symbiotes
permettant aux termites de le dégrader et d’en assimiler les éléments nutritifs (Breznak and
Brune 1994). La panse des termites se comporte comme un microenvironnement dans lequel
les assemblages symbiotiques de protistes (flagellés Parabasaliens et Oxymonades) et de
bactéries jouent un role coopératif avec leur hote dans la chaine métabolique de dégradation
de la lignocellulose du bois (Brune 2014). Cette dégradation aboutit & 1’extraction d’acide
gras et a ’assimilation d’acides aminés et de vitamines essentiels aux termites (Hongoh
2011). Cette symbiose est obligatoire et les groupes taxonomiques qui la composent peuvent
varier considérablement d’un genre a un autre. Lors de chaque mue, les individus perdent une
grande partie de leur flore symbiotique et ont besoin d’étre réensemencés par trophallaxie
proctodéale* (Nalepa er al. 2001). De part cette transmission au sein des colonies, 1l a été
montré qu’il existait une coévolution entre les symbiotes et les termites (Noda ef al. 2005). Au
cours de ce travail de thése, nous nous intéresserons principalement aux termites de la famille

des Rhinotermitidae et plus particulierement aux especes du genre Reticulitermes.

47



Pliccene
Pleistocene

Miocene

Oligocene

Eocene

10

20

30

40

MYA

Fossils

4 R.pliozaenicus (1)

t Reticultermes sp. (2)

¥ R hartungi (1)
t R. dolffeini (1)

+ R. laurae (3)

R. holmgreni (1)
R. creedei (4)

R. fossarum (4)
R. antiquus (5)
R. minimus (6)
Reticulitermes sp. (7)

Figure 7 : Carte et chronogramme représentant la distribution et les événements de divergences cladogénétiques de 32 espéces du genre Reticulitermes. L’age estimé des

événements de divergence ainsi que 1’age estimé de sept spécimens fossiles ont €té disposées sur un chronogramme s’étendant de I’Eocéne a nos jours. D’aprés 1’abstract

graphique réalisé par G. Baudouin dans Dedeine ef al. 2016.
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2. Les termites souterrains du genre Reficulitermes

- Distribution géographique et €cologie du groupe

Les termites du genre Reticulitermes Holmgren (1913) appartiennent a la famille des
Rhinotermitidae. On estime la diversification de ce genre a environ 38 millions d’années, ou
la plupart des especes auraient pour origine le continent Nord-Américain (Dedeine ef al.
2016). A ce jour, on compte environ 138 espéces, principalement réparties dans les régions
tempérées du globe (Krishna er al. 2013). Sept especes fossiles ont ét¢ identifiées et ont
permis de dater les divergences entre les espeéces contemporaines depuis leur ancétre commun
qui remonterait au Miocene (Figure 7). Principalement situé dans I’hémisphére Nord, ce genre
est trés répandu dans les foréts des régions tempérées. L’ensemble des especes de ce genre
sont dites « souterraines » ; elles s’alimentent de bois mort et construisent leurs nids dans le
sol ou dans le bois. Dans la nature, les termites souterrains jouent ainsi un role écologique
important dans la décomposition de la matiere organique et I’aération des sols forestiers
(Bignell and Eggleton 2000). Ces termites lucifuges'® construisent de véritables réseaux de
galeries (d’ou leur nom) souterraines et aériennes les protégeant de la dessiccation et leur
permettant d’atteindre de nouvelles sources de nourritures (Potter 2004). Durant la phase
d’exploration, seuls quelques ouvriers explorent de nouveaux territoires dans toutes les
directions et une fois la nourriture détectée graces aux molécules volatiles qu’elle émet, les
fourrageurs entreprennent des explorations plus longues et plus fréquentes en direction de la
source de nourriture, et recrutent d’autres ouvriers pour 1’exploitation de cette ressource
(Reinhard ef al. 1997 ; Jeon and Lee 2011 ; Cao and Su 2014). Cependant, en milieu urbain,
les Reticulitermes peuvent étre trés destructeurs pour les infrastructures contenant du bois

(Rust and Su 2012).

10 Qui fuit la lumiére.
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Figure 8 : Carte illustrant une distribution schématique des espéces du genre Reficulitermes en France. Les

aires de distribution de couleur pleine font référence aux espéces natives et celle de couleurs hachurées font
référence aux espéces invasives. Réalisée d’apreés les travaux de Clément ef al. 2001 ; Marini and Mantovani
2002 : Kutnik et al. 2004 ; Lefebvre ef al. 2008 : Leniaud et al. 2010 ; Perdereau ef al. 2013a, b ; Bankhead-

Dronnet ef al. 2015 ; Lefebvre ef al. 2016. Cette figure a été réalisée avec ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI Inc.) :
Sources : EuroGeographics.
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- Impacts économiques

Le groupe des termites souterrains (Rhinotermitidae) est I'un des groupes de termites
possédant le plus grand nombre d’espéces envahissantes, avec notamment les especes des
genres Coptotermes et Reticulitermes. A elles seules, les espéces de ces deux genres sont
responsables de 80% des dommages attribués aux termites dans le monde (Rust and Su 2012 ;
Evans ef al. 2013). De par leur écologie (c.-a-d., une vie souterraine et un mode de nutrition
xylophage), ces espéces infestent réguliérement les infrastructures humaines. Aux Etats-Unis
entre autres, la lutte contre les termites et les dégats qu’ils occasionnent coutent des milliards

de dollars chaque année (estimation de 32 milliards de dollars en 2010) (Rust and Su 2012).

- Description des especes présentes en Europe

Sur les six especes de Reticulitermes présentes en France (Clément e al. 2001), quatre sont
natives d’Europe : on trouve sur le pourtour méditerranéen les deux sous-especes R. lucifugus
lucifugus et R. lucifugus corsicus (Marini and Mantovani 2002 ; Lefebvre er al. 2008) et,
provenant de la péninsule ibérique, les especes R. grassei et R. banyulensis (Kutnik er al.
2004 : Bankhead-Dronnet et al. 2015 ; Lefebvre er al. 2016). Egalement deux especes
mvasives sont présentes sur le territoire francais, R. urbis et R. flavipes, respectivement
originaires des Balkans et des Etats-Unis (Bagnéres ef al. 1990 ; Clément ef al. 2001 ; Uva et
al. 2004 ; Leniaud et al. 2010 ; Perdereau ef al. 2013a, b) (Figure 8). Ces espéces peuvent se
retrouver en zones urbaines loin de leurs aires d’origine, comme par exemple R. banyulensis a
Lyon ou R. lucifugus a Bordeaux, ou encore a Marseille ou 5 des 6 especes sont retrouvées
(A-G Bagneres, Com. Pers.). Récemment, des colonies de R. grassei ont été observées hors de
leur aire de répartition dans la région de Tours (Projet TermiCentre 2012-2015 ; Andrieu ef al.
2017). Reticulitermes balkanensis, espece des Balkans proche de R. urbis (Uva et al. 2004 ;
Dedeine ef al. 2016), est la seule espece européenne décrite a ce jour a n’avoir pas été trouveée

sur le territoire frangais.
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Néoténique brachyptére

Soldat Pré-soldat Néoténique aptére

Figure 9: Schéma du chemin développemental et des potentialités ontogéniques propres au genre
Reticulitermes. On y présente les différents stades larvaires Li. stade indifférenciés ; La lignée nymphale (ou
brachyptére) regroupe, différents stades nymphaux Ns_, les nymphes a courts fourreaux alaires N7, les nymphes
a longs fourreaux alaires Ng qui peuvent se différencier en imago (adultes ailés). mais il est également possible
que les stades Nag se différencient en néoténiques brachyptéres ;: La lignée ouvriére (ou aptére) regroupe
différents stades ouvriers Os_7, des pré-soldats qui peuvent se différencier depuis les stades ouvriers O4.7 pour se
différencier en soldats, des néoténiques aptéres qui peuvent se différencier depuis les stades ouvriers O4.7. Les
illustrations de termites sont tirées de Buchli (1958) et le chemin développemental a été réalisé d’aprés Vieau

(2001).
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- Organisation sociale

Les Reticulitermes, comme tous les termites, ont un développement incomplet, ce qui fait que
chaque ceuf pondu a un potentiel ontogénique* particulier, pouvant donner lieu a plusieurs issues
développementales possibles (Scharf er al. 2005 ; Scharf er al. 2007 ; Leniaud et al. 2011). Les
colonies de termites sont organisées en systeme de castes répartissant les individus sous différentes
fonctions propres a la vie coloniale. Les différentes castes observées chez les termites du genre
Reticulitermes ont toutes leur voie développementale particuliere (Figure 9). Mais on peut dégager
deux lignées principales : la lignée ouvriere, ou les individus sont aptéres (sans aile), et la lignée
nymphale, ou les individus sont brachyptéres (avec développement de bourgeons alaires et d’ailes).
La lignée ouvriere comporte en principe des castes stériles. On y trouve la caste des ouvriers
(Figures 9 et 10B) qui représente la majorité des individus de la colonie (environ 80%). Ils
construisent le nid, recherchent de la nourriture, prennent soin des jeunes et nourrissent les autres
individus de la colonie. On y trouve aussi la caste des soldats, issue de la différenciation d’ouvriers
(Figure 9 et 10C). IIs assurent la défense de la colonie et représentent environ 2% de la colonie
(Janowiecki efr al. 2013). La lignée nymphale comporte principalement les nymphes (Figures 9 et
10D) dont les mues successives peuvent les différentier en imagos ailés, individus matures
sexuellement (Figures 9 et 10F). Ces imagos, seuls adultes de la colonie, essaiment annuellement au
printemps afin de rechercher un partenaire sexuel et fonder une nouvelle colonie. Ces reproducteurs
sont appelés reproducteurs primaires: ce sont eux qui classiquement fondent et assurent la
reproduction de la colonie. Il existe deux chemins développementaux pouvant aboutir a la
différenciation de reproducteurs secondaires ou néoténiques* (Figures 9 et 10E). Les néoténiques
sont de deux types : les néoténiques brachypteres (ou nymphoides), issus de la différentiation de
nymphes (Figures 9, N7 ou Ng), et les néoténiques apteres (ou ergatoides) issus de la différentiation
d’ouvriers (Figures 9, O4.7). Ces derniers n’ont jamais été observés dans la nature (F. Dedeine, Com.
Pers.), mais sont régulierement observés dans des colonies isolées en laboratoire (Kutnik ef al. 2004 ;
Pichon er al. 2007 ; Fujita and Watanabe 2010 : Leniaud er al. 2011 Sun er al. 2017). Ces
reproducteurs secondaires viennent en remplacement ou en complément des reproducteurs primaires

et ont une reproduction phylopatrique* (Buchli 1958).
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Figure 10 : Photographies représentant les différentes castes observées chez les termifes du genre Reficulitermes. Deux
espéces illustrent les différentes castes ; Reficulitermes grassei : Larve L; (A), ouvrier (B), soldat (C) et nymphe a long
fourreaux alaires (D) ; Reticulitermes flavipes : reproducteur secondaire, ici néoténique brachyptére (E) et reproducteur
primaire, imago désailés (F). Photographies de Thibault Andrieux.

L’origine de la différenciation des néoténiques est encore trés mal connue. On sait néanmoins que,
chez I’espece asiatique, R. speratus, la différenciation de néoténiques femelles est inhibée par des
phéromones émises par les néoténiques femelles reproductrices et, a 'inverse, ces phéromones
stimulent la différenciation de néoténiques males (Scharf er al. 2007 ; Matsuura ef al. 2010 ;
Matsuura 2012 ; Hayashi ef al. 2013). Tres récemment, Sun er al. (2017) ont pu également étre mis
en évidence cette inhibition avec des néoténiques ergatoides femelles (issus de la différenciation
d’ouvriers) chez R. flavipes. Par ailleurs, chez certaines especes du genre, les femelles néoténiques se
différencient a partir d’ceufs non-fécondés de maniere parthénogénétique (Matsuura er al. 2004 ;
Matsuura ef al. 2009 ; Luchetti er al. 2013 ; Dedeine et al. 2016) (voir partie Systemes de
reproduction page 53).

- Dispersion et fondation des nouvelles colonies

L’existence de ces deux types de reproducteurs (primaires et secondaires) est associée a deux

modes de fondation coloniale possible chez les Reticulitermes ; (1) I’essaimage et (2) le bouturage.

L’essaimage est le mode de dispersion classique présent chez toutes les espeéces de termites. Au
printemps, les nymphes a longs fourreaux qui ont réalisé leur mue imaginale se mélanisent avant
d’essaimer pour un vol nuptial (Nutting 1969). Au cours de I’essaimage, males et femelles partent a
la recherche d’un partenaire pour fonder une nouvelle colonie. Le plus souvent, le vol sert
principalement a éloigner les individus de la colonie dont ils sont issus, ce qui permet d’éviter les
appariements consanguins (Vargo and Husseneder 2009). Le vol nuptial n’excede généralement pas
une centaine de meétres et correspond donc a la distance de dispersion par essaimage (Shelton er al.
2006). Une fois au sol, les males recherchent une femelle activement. Cette recherche est

principalement orientée grace aux phéromones volatiles émises par les femelles qui permettent aux
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males de pouvoir les retrouver (Laduguie er al. 1994). Cependant, I’appariement entre les individus
ne semble pas tenir compte de I’apparentement entre les individus et se produit aléatoirement
(DeHeer and Vargo 2006). Ensuite, les partenaires restent en couple monogame, copulent et partent

ensemble a la recherche d’un site favorable pour y fonder une nouvelle colonie.

Le bouturage est a priori moins répandu chez les termites, et bien qu’il n’ait jamais été démontré
formellement dans la nature (Ed Vargo, Com. Pers.), il a réguliérement été suspecté dans de
nombreuses ¢tudes populationnelles de Reticulitermes (Thorne et al. 1999 ; DeHeer et al. 2005 ;
Dronnet er al. 2005 ; Vargo and Carlson 2006 ; Leniaud ef al. 2009 ; Perdereau er al. 2010a ;
Perdereau er al. 2015). Ce mode de dispersion est assuré via la différenciation de reproducteurs
secondaires. En effet, lorsque les colonies disposent d’abondantes ressources alimentaires a proximité
des nids, la présence de néoténiques permet 1’accroissement de 1’exploitation de cette ressource.
Comparer au nombre de descendants produits par une seule reine, la présence de néoténiques
femelles aura tendance a accroitre la productivité de la colonie (Myles 1999). Cependant, les ouvriers
et nymphes ont tendance a rechercher de nouvelles sources de nourriture aux alentours de leur nid
constitué de tout un réseau de galeries, et il arrive que certains de ces individus se différencient en
reproducteurs néoténiques, créant ainsi un réseau de nids satellites. Par ce phénomene, les colonies de
termites peuvent s’étendre de proches en proches, et ce parfois sur plusieurs centaines de metres,
voire dans certains cas, jusqu’au kilometre (Dronnet ef al. 2005 ; Leniaud et al. 2009 ; Perdereau et
al. 2010a ; Perdereau er al. 2015). Dans de telles situations, 1l pourrait arriver qu’un nid satellite se
retrouve 1solé des autres nids et forme une nouvelle entité¢ coloniale indépendante de la colonie
parentale. Ce mode de fondation peut avoir lieu sur de courtes distances comme on vient de le voir,
mais aussi, avec 1’aide de I’homme, sur de longues distances. Plusieurs études ont d’ailleurs révélé
que quelques individus seulement (une cinquantaine d’ouvriers ou de nymphes) suffisent a la
fondation d’une nouvelle colonie via la différenciation en néoténiques (Kutnik ef al. 2004 ; Pichon et
al. 2007 ; Leniaud ef al. 2011). De fagon accidentelle, I’Homme peut ainsi contribuer a la dispersion
longue-distance de ces especes. Le bouturage a ainsi été proposé comme étant un mode de dispersion
probable en milieu urbain (Dronnet er al. 2005 ; Leniaud ef al. 2009 ; Perdereau er al. 2010a ;
Leniaud ef al. 2011 ; Perdereau et al. 2015).

- Systemes de reproduction

L’organisation sociale des colonies de termites peut prendre différentes formes en fonction du

nombre, du type (primaire ou secondaire), du sex-ratio et des liens de parentés parmi les
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permis d’inférer les types familiaux. D’aprés Thorne ef al. (1999) et Vargo (2003a).
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reproducteurs. De par leur mode de vie cryptique, les reproducteurs des termites souterrains,
comme les Reticulitermes, ne sont généralement pas accessibles. L’utilisation de 1’outil
moléculaire permet, par la collecte d’une dizaine/vingtaine d’ouvriers a un ou plusieurs sites
de fourragement, d’identifier les limites des colonies et la structure reproductrice des colonies.
Grace aux marqueurs geénétiques comme les microsatellites, il est possible d’identifier le
nombre de reproducteurs, ainsi que les liens de parentés des individus au sein des colonies en
déterminant la distribution des génotypes et des fréquences alléliques dans la descendance des
reproducteurs (Figure 11). Ainsi, trois grands types de familles ont été définis chez les
termites souterrains (Thorne ef al. 1999 ; Bulmer ez al. 2001 ; DeHeer and Vargo 2004, Vargo
et Husseneder 2009) :

La famille simple est la structure familiale la plus communément observée chez les
termites souterrains (Vargo and Husseneder 2009 ; Vargo and Husseneder 2011). Elle est
composee par le couple primaire monogame, le roi et la reine (généralement non apparentés)
(Vargo & Husseneder 2009), et leurs descendants stériles. Ainsi, I’analyse génétique d’une
famille simple ne révele jamais plus de 4 alléles a chacun des loci étudiés. De plus, les
fréquences génotypiques attendues dans la descendance sont a priori conformes aux

proportions mendéliennes* (Figure 11).

La famille étendue est une structure familiale qui, en remplacement ou en supplément des
deux reproducteurs primaires, est le fruit de la reproduction consanguine* de reproducteurs
secondaires néoténiques. Comme dans les familles simples, on observe au maximum 4 alleles
a tous les loci considérés, ce qui représente le maximum d’alléles que peuvent porter les deux
reproducteurs primaires a 1’origine de la colonie. Par contre, la distribution des génotypes
dans la descendance d’une famille étendue n’est pas conforme a une distribution mendélienne
(Figure 11). En effet, avec la reproduction consanguine des néoténiques, il est attendu que le
degré de parenté entre descendants soit plus important que dans une famille simple, et qu’il
augmentera avec le nombre de néoténiques fertiles au sein de la colonie, ceci ayant pour
conséquence une distribution non-mend¢lienne des génotypes dans la descendance. Ainsi,
dans les colonies de ce type familial. Dans la majorité des cas, cependant, nous n’avons pas
acces aux reproducteurs, et on ne peut des lors pas exclure que seuls des néoténiques restent
au sein de la colonie et se reproduisent entre eux, et ce, sur plusieurs générations

consanguines qui se chevauchent.
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Tableau 1 : Coefficient d'apparentement et F-statistiques d'ouvriers de termite chez Reficulitermes flavipes, sous
différents systémes de reproduction simulés. Les lettres font référence au nombre de reines (Q) et de rois (K)
présents dans la colonie, au nombre de néoténiques femelles (Ng) et de néoténiques males (N,) présents dans la
colonie et produits sur X générations, p indiquant la proportion d’individus provenant du nid initial. Le Fir
représente le coefficient de consanguinité relatif des individus dans la population totale, le Fcr représente le
coefficient de consanguinité relatif des colonies dans la population totale, le Fic représente le coefficient de
consanguinité¢ des individus au sein des colonies et » est le coefficient d’apparentement entre les individus
[r=2Fcr/ (1+Fr)]. D aprés Thorne ef al. 1999 et Bulmer ef al. 2001.

Systémes de reproduction Frr Fer Fie r

Famille simple

Couple reproducteurs primaires non
apparentés

Q=K=1 0,00 0,25 -0,34 0.50
Famille étendue

A. Couple de reproducteurs

primaires avec néoténiques

DNe=Np=1,X=1 0.33 0.42 -0.14 0.62
2)Ne=Np=1,X=3 0.57 0.65 -0,.22 0.82
3) Ne=Np=10,X=3 0.37 0.38 -0,02 0.56
D Ne=2,Nu=1,X=3 0.52 0.59 -0.17 0,78
5) N¢=200, Np=100, X=3 0.34 0.34 0,00 0.51

B. Colonie bouturante avec des

nids interconnectés

1)X=0,p=0.5 0,33 0,37 -0,06 0,56
2)Ne=Np=1,X=3,p=05 0,66 0,56 0,22 0,68
3)Ne=Nn=1,X=3,p=09 0,66 0,64 0,04 0,77
4) Ne=Np=100,X=3.p=0,9 0,43 0,41 0,03 0,58
5) Q=K =5 initiant des nids

interconnectés

Ne=Nm=1,X=3,p=0.5 0,64 0,55 0,19 0,67

Famille complexe

A. Pléométrose

)Q=2,K=1 0,00 0,19 -0.23 0,38

2)Q=2.K=1,Ns=N=10,X=3 0,27 0,29 -0,03 0,45

3)Q=K=5,Ne=N,=10,X=3 0,10 0,12 -0,02 0,22
B. Fusion de deux colonies

DNe=Np=1,X=1,p=0,5 0.33 0,20 0,17 0,29

2)Ne=Np=1,X=3,p=0.8 0,57 0,43 0,25 0,55
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La famille mixte est une structure familiale issue de la reproduction de plus de deux
reproducteurs non apparentés. Chez les termites, cette structure familiale peut étre obtenue de
plusieurs manieres : (1) par I’adoption de nouveaux reproducteurs dans une colonie mature ;
(2) par la pléométrose, qui est la fondation d’une colonie par plus de deux reproducteurs non-
apparentés (polygamie), le plus souvent un male et deux femelles (Thorne ef al. 1999 ;
Bulmer er al. 2001) ; (3) ou encore par la fusion de deux colonies (Matsuura and Nishida
2001). Chez les Reticulitermes, seule la fusion coloniale a été¢ observée pour former une
famille mixte (Matsuura and Nishida 2001 ; Bulmer and Traniello 2002 ; DeHeer and Vargo
2004 ; DeHeer and Vargo 2008). Au sein de ces colonies, les reproducteurs primaires et/ou
secondaires, provenant des deux colonies non-apparentées, peuvent se reproduire ensemble.
On peut facilement identifier ce type familial avec 1'utilisation de marqueurs génétiques
lorsque, a au moins un locus sont relevés un minimum de 5 alléles différents. Cependant, la
détection de ces familles mixtes reste dépendante du taux de polymorphisme* des loci
utilisés dans la population étudiée (DeHeer and Vargo 2004 ; Dronnet et al. 2005 ; Perdereau
et al. 2010a).

Bien qu’il soit difficile de connaitre, par observation directe, la nature des reproducteurs
présents dans les colonies, il est possible d’estimer le nombre de reproducteurs au sein des
colonies grace a I’utilisation des F-statistiques hiérarchiques (Wright 1965). En comparant les
F-statistiques calculées avec les colonies étudiées et les F-statistiques théoriques obtenues par
des systemes de reproduction simulés (Table 1), i1l est possible d’estimer le nombre de
reproducteurs présents au sein des colonies étudiées (Thorne er al. 1999 ; Bulmer ez al. 2001).
La présence de néoténiques dans les colonies va augmenter les niveaux de consanguinité
idividuelle (Fic), et 'appariement de reproducteurs non apparentés (exemple des familles

mixtes) aura tendance a diminuer I’apparentement (r) des individus au sein des colonies
(Table 1).

Il est connu dans la littérature que certaines especes du genre Reticulitermes sont
également capables de produire des descendants par parthénogénése thélytoque'!. Le
meécanisme mis en jeux au cours de cette reproduction asexuée chez les Reficulitermes est

I’automixie* avec une fusion terminale!’? (Howard et al. 1981 ; Matsuura ef al. 2004 ;

11 Reproduction a partir de gameétes (haploides) femelles non fécondées donnant uniquement des femelles
(diploides).
12 Fusion de 2 noyaux haploides aprés la deuxiéme division de méiose.
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Figure 12 : Carte de la répartition de Reficulitermes flavipes dans son aire d'origine (en orange) aux Etats Unis d’Amérique. D’apreés les travaux de Vargo ef al. (2013),
Perdereau ef al. (2013a) et National Termite Survey (http://www.termitesurvey.com). Cette figure a été réalisée avec ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI Inc.) ; sources : United States
Census Bureau, EuroGeographics.
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Kawatsu and Matsuura 2013). Chez ces especes, les reines utilisent exclusivement la
parthénogénese pour produire leurs filles néoténiques, bien que ces derniéres vont se
reproduire de maniere sexuée, en s’accouplant avec le male primaire. On nomme ce systéme
de reproduction Asexual Queen Succession (AQS) (Matsuura er al. 2009). L’ensemble des
descendants produits par parthénogénese chez ces espeéces sont des femelles néoténiques
(Hayashi ef al. 2007). Les individus homozygotes a tous les loci étudiés (microsatellites) sont
considérés comme étant des produits de la parthénogénese (Matsuura ef al. 2009 ; Vargo ef al.
2012 ; Yamamoto and Matsuura 2012). Donc en analysant le taux d’homozygotie chez les
individus néoténiques femelles, il est possible de pouvoir identifier les espeéces capables de
parthénogénése thélytoque. A ce jour, la présence d’AQS a été mise en évidence chez trois
especes de Reticulitermes - R. speratus (Matsuura ef al. 2009), R. virginicus (Vargo et al.
2012) et R. lucifugus (Luchetti ef al. 2013).

3. Reticulitermes flavipes

- Distribution géographique de R. flavipes

Le termite a patte jaune, Reficulitermes flavipes Kollar, est une espéce originaire des Etats-
Unis d’Amérique. Son aire de répartition couvre une grande partie de 1’est et du sud-est des
Etats-Unis (Figure 12). Bien que d’autres espéces de termites souterrains natifs vivent en
sympatrie avec cette espece (R. virginicus, R. hageni, R. hesperus, R. malletei, R. tibialis et R.
nelsonae), R. flavipes est I'une des espéces causant le plus de dommages aux FEtats-Unis

(Forschler and Lewis 1997 ; Stansly ef al. 2001 ; Botch and Houseman 2016).

Cette espéce est trés invasive et a été introduite dans plusieurs régions du monde. Aux Etats-
Unis, elle a été introduite dans d’autres états que ceux du grand Est, tels que la Californie ou
le Nebraska, ainsi que dans d’autres pays d’Amérique du Nord (Canada et Bahamas) et du
Sud (Chili et Uruguay) (Ripa and Castro 2000 ; Austin ef al. 2002 ; Austin ef al. 2005 ; Su et
al. 2006 ; Scaduto ef al. 2012). En Europe, elle est largement répandue en France (Figure 8,
p50) et a été¢ ponctuellement retrouvée en Allemagne (Hambourg), en Italie (Varése) et en
Autriche (Vienne), pays ou elle a été décrite pour la premiere fois par Kollar (Kollar 1837 ;
Weidner 1937 ; Harris 1965 ; Ghesini e al. 2010 ; Perdereau ef al. 2013a). En France, bien
que cette espece fut longtemps considérée comme européenne et appelée R. santonensis, ou
termite de Saintonge (Feytaud 1924), plusieurs études contemporaines s’accordaient sur le fait

que cette « espéce » était en réalité une population introduite de R. flavipes depuis les Etats-
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Unis (Bagneres ef al. 1990 ; Clément ef al. 2001 ; Austin ef al. 2005 ; Dronnet ef al. 2006).
Plus récemment, cette hypothése a été¢ démontrée par Perdereau er al. (2013a).Une analyse de
plus de 200 échantillons collectés aux Etats-Unis et en France a révélé I’appartenance
génétique de la population francaise a I’espece américaine R. flavipes. Cette étude a
¢galement révélé que I’ensemble des infestations francaises échantillonnées sont originaires
d’une population source américaine de I’état de Louisiane et plus précisément de la régionde

la ville de 1a Nouvelle-Orléans (Perdereau ef al. 2013a).

- Varnabilité des systemes de reproduction

Ce termite a fait I’objet, dans son aire native, de nombreuses études, notamment sur les
systemes de reproduction qui ont été particulierement bien caractérisés (Bulmer er al. 2001 ;
Vargo 2003a ; DeHeer and Vargo 2004 : Dronnet ef al. 2005 ; Vargo and Carlson 2006 ;
Deheer and Kamble 2008 ; Parman and Vargo 2008 ; Perdereau er al. 2010a ; Ab Majid ef al.
2013 ; Vargo ef al. 2013 ; Abdul Hafiz and Abu Hassan 2015). Ces ¢tudes ont montré qu’il y
a une grande variabilité dans les proportions des différents types de familles observés chez
cette espece. Méme si, dans son aire native, les colonies observées sont majoritairement des
familles simples, la proportion de familles étendues et mixtes, ainsi que le nombre de
néoténiques au sein des colonies sont variables (Figure 13) (Vargo and Husseneder 2009 ;
Vargo and Husseneder 2011). Une étude récente de Vargo ef al. (2013) a pu mettre en avant
que les variations des systémes de reproduction des colonies aux Ftats-Unis étaient corrélées a
des variations latitudinales. En effet, I’apparition de familles étendues et mixtes, et surtout de
fort taux de consanguinité, ainsi qu'un plus grand nombre de reproducteurs, favoriseraient la
persistance des colonies dans des latitudes plus élevées au Nord, ou les températures sont plus
fraiches et I’humidité du sol plus importante. De plus, les variations saisonnieres
favoriseraient les colonies de grandes tailles durant la période froide et seraient limitantes
pour les colonies de type famille simple, notamment lors des premieres étapes de la fondation
coloniale par les ailés (Vargo ef al. 2013). La grande taille de ces colonies et leur taux de
consanguinité €levé sont assures par la production d’un trés grand nombre d’ceufs issus de
multiples néoténiques femelles (Thorne ef al. 1999 ; Grube and Forschler 2004). Cependant,
la découverte dans la ville de la Nouvelle Orléans en Louisiane (Figure 13) d’un trés grand
nombre de colonies étendues et mixtes possédant de multiples néoténiques suggere que
d’autres facteurs, tel que le milieu urbain, peuvent fagonner la structure reproductrice chez

cette espece (Perdereau ef al. 2015).
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Figure 13 : Synthése des systémes de reproduction observés dans les populations natives et introduites de R. flavipes aux Etats-Unis. La comparaison est basée sur la
proportion des structures familiales : en clair les familles simple, en orange les familles étendues et en marron les familles mixtes ; et du nombre de néoténiques actifs
inférés par colonie A) <10 et B) >100. la Caroline du Nord (NC) : Forét de Bladen BF (n = 20), Fletcher FT (n = 37) et Raleigh R (n = 319) ; la Caroline du Sud (SC) :
Site historique de Charles Towne landing State CT (n = 18) la Virginie: Fenwick Mines FM (n = 14), Mason Neck State Park M (n = 18) and Suffolk S (n =20) : le
Delaware: Delaware State Park DE (n = 28) ; Massachusetts: Middlesex Fells MF (n = 22) ; la Nebraska: Lincoln Wilderness Park LN1 et 2 (n = 15) ; et la Louisiane: la

Nouvelle Orléans LA (n = 20). D’aprés Perdereau ef al. 2015.
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C. Les termites en ville
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Figure 14 : Carte illustrant la densité des dommages causés par les termites en France métropolitaine entre 1981 et 2013. Données collectées par le FCBA sur la base de
déclarations de chantiers contre les termites par des entreprises titulaires de la certification CTB-A+ relative au traitement des termites (http://ctbaplus.fi/).
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On a pu voir précédemment, que les termites souterrains exploitent le bois mort en forét et
participent a 1’aération des sols (Partie « les fermites souterrains du genre Reticulitermes »,
p49). Bien que ce rdle écologique soit essentiel en forét, les especes de ce genre sont tres
fréquemment observées dans les habitations humaines (Vargo 2003b ; Szalanski er al. 2008).
A Dinstar de R. flavipes aux FEtats-Unis qui crée de nombreux dégéts (Austin e al. 2004 ;
Vargo et al. 2013 ; Botch and Houseman 2016), en Europe et en France les différentes
especes de Reticulitermes s’attaquent régulierement aux habitations en milieu urbain (Figure
14) (Dronnet ef al. 2004 ; Dronnet et al. 2005 ; DeHeer et al. 2005 ; Leniaud ef al. 2009 ;
Ghesini and Marini 2012 ; Luchetti et al. 2013 ; Bankhead-Dronnet ef al. 2015 ; Lefebvre et
al. 2016).

1. Problématique des termites en France

En France, les termites souterrains posent de nombreux problémes aux infrastructures
humaines, et notamment aux habitations par la destruction des structures en matieres
cellulosiques (chassis de menuiseries, poutres ...). 55 départements métropolitains et environ
3900 communes ont été recensés par le FCBA!® comme ayant des problémes occasionnés par
les termites, entre 1981 et 2013 (Figure 14). Ce nombre continue de s’accroitre malgré les
dispositions prises par 1’Etat et les collectivités : entre 2005 et 2013, 700 nouvelles communes

ont fait I’objet d’une premiere déclaration relative a la présence de termites sur leur territoire.

L’absence de réglementation nationale jusqu’en 1999 laissa la problématique des termites
a la charge des propriétaires sans aucune action collective apparente. Certaines préfectures et
municipalités, fortement concernées par la problématique, ont tout de méme pris des
mitiatives individuelles en posant des arrétés visant a informer les habitants et a prévenir
contre de nouvelles infestations. Mais devant la pression croissante des infestations et
I’'impact économique qu’elles engendrent, 1’association des villes de France, pour la lutte

contre les termites et les insectes Xxylophages, proposa un texte de loi dés 1992.

2. Cadre 1égislatif des termites en France et a Paris

La naissance de la loi termite a fait suite au constat de I’ampleur du phénomeéne en France
et notamment en Gironde ou les termites (toutes especes confondues, Figure 14) font de

nombreux dégats. L initiative de 1’association de villes de France pour la lutte contre les

13 Institut Technologique Forét Cellulose Bois-construction Ameublement
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Figure 15 : Carte des quartiers de Paris concernés par des infestations de termites en 2000 et 2017, sur la base des déclarations faites a la Mairie de Paris. En orange

apparaissent les quartiers ou ont été faites des déclarations relevant des indices relatifs a la présence de termites attestées par un professionnel certifi¢. Cette figure a été
réalisée avec ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI Inc.) ; sources : Atelier Parisien d’Urbanisme (APUR), Service Technique de 1"Habitat (STH).
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termites et les insectes xylophages fut soutenue par Gérard César, sénateur de la Gironde

(Rapport n°184 de la commission d’examen du Sénat).

« M. Gérard César, rapporteur, a souligné, tout d'abord, que l'omniprésence sur l'ensemble
du territoire national et les effets néfastes de ces insectes xylophages dans certaines régions

nécessitaient de prévenir et de traiter avec le plus grand sérieux un tel fléau. »

La loi termite!, dont les dispositions définissent les conditions dans lesquelles la
prévention et la lutte contre les termites et les autres insectes xylophages sont organisées par
les pouvoirs publics en vue de protéger les batiments, fut acceptée en 1999, puis suivie par
son décret d’application'® en 2000. Lorsque de nouvelles infestations sont observées, une
déclaration en mairie doit obligatoirement étre faite, par les propriétaires, les occupants, ou les
syndicats de propriétaires qui les constatent. Suites a ces déclarations, les délimitations des
zones infestées par les termites se font par arrétés préfectoraux ou municipaux. Ils ont pour
conséquence 1’obligation de réalisation de diagnostics au moment de la vente d’un bien, de
travaux préventifs et d’éradications nécessaires, dans les habitations inclues dans la zone

délimitée par I’arreté. De plus, afin d’éviter la propagation des infestations, la loi prévoit :

« En cas de démolition totale ou partielle d’un batiment situé dans ces zones, les bois et
matériaux contaminés par les termites sont incinérés sur place’® ou traités avant tout

transport si leur destruction par incinération sur place est impossible. ».

A ceci s’est ajouté récemment un décret'’ de mai 2006 modifiant le code de la
construction'® qui oblige, dans les zones délimitées par un arrété préfectoral, a la mise en
place de dispositifs permettant de protéger les batis contre les termites et ce pour toutes

nouvelles constructions.

La ville de Paris, en tant que préfecture, au regard des infestations constatées dans la ville,
a promulgué un arrété préfectoral'® en 2003 classant I’ensemble du territoire parisien comme

¢tant infesté par les termites ou susceptible de I’étre a court terme. En effet, sur les 20

14 Loi n® 99-471 du 8 juin 1999 tendant a protéger les acquéreurs et propriétaires d’immeubles contre les termites et autres
insectes xylophages.

15 Décret n°® 2000-613 du 3 juillet 2000 relatif a la protection des acquéreurs et propriétaires d’immeubles contre les termites.
16 1.’ incinération est aujourd’hui interdite dans la plus part des communes de France métropolitaine, cette partie du texte pose
probléme et oblige donc au traitement ou au transport de facon étanche des matériaux contaminés.

17 Décret n° 2006-591 du 23 mai 2006 relatif a la protection des constructions neuves et des aménagements contre les
termites et les insectes a larves xylophages.

18 Code de la construction et de I’habitation (Partie législative) — Chapitre 2 : Dispositions spéciales, Section 9 : Protection
contre les insectes Xylophages — Article L. 112-17.

19 Arrété préfectoral n° 2003-80-1 du 21 mars 2003 relatif a la lutte contre les termites : création d’une zone de surveillance
sur I’ensemble de Paris.
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arrondissements que compte la ville, 14 étaient concernés par des batiments infestés par les
termites en 2000, avant la promulgation du décret (Figure 15) (Ville de Paris communication
personnelle). Paris est une des rares villes de France ayant pris des mesures aussi
importantes ; c’est également la premiere ville ayant fait I’objet d’un suivi de I’extension des
zones infestées depuis 1953 (Grassé 1954 ; Jacquiot 1955 ; Serment and Pruvost 1991). Ce
décret a été suivi de ’arrété préfectoral de 2003 et de délibérations par le Conseil de Paris?® en
2010 et 2012 afin d’intensifier les efforts de lutte en ayant des actions ciblées sur certains
quartiers (ex : Opération d’Amélioration de 1’Habitat des Epinettes 2007-2015). Ceci ayant
pour but d’endiguer les infestations croissantes, qui concernent aujourd’hui au moins 18 des
arrondissements de la ville (Figure 15). Dans un souci de coordination des actions
individuelles de traitement, le STH (Service Technique de I'Habitat), en charge de la
problématique Termite, oblige (par injonctions) les propriétaires a la recherche de termites et
aux travaux préventifs ou curatifs nécessaires, dans les zones avoisinant les déclarations faites

en Mairie.

3. Moyens de lutte

Les termites souterrains étant difficiles a identifier, la lutte contre cet insecte en ville est
d’autant plus compliquée. Lucifuge, les Reficulitermes ne laissent que peu de traces de leurs
activités de fourragement et d’excavation. Un des rares cas ou il est possible de les observer
est lors d’essaimages au printemps, ou lorsque des individus fourrageurs construisent des
galeries de terre aériennes (ou cordonnets) sur les matériaux qu’ils ne peuvent pas découper
avec leurs mandibules (bétons, métaux ...) (Figure 16). De nombreuses recherches se sont
intéressées au probléme pour développer et tester des traitements contre ces insectes en
France et dans le monde (Lenz and Runko 1994 ; Clément ef al. 1996 ; Lohou ef al. 1997 ;
Zhou ef al. 2006 ; Ripa et al. 2007). 1l existe un grand nombre de méthodes de lutte contre les
termites (Su and Scheffrahn 1998 ; Verma ef al. 2009). Globalement, elles ont toutes pour
objectif de protéger les batiments contre les dégats qu’ils causent. Elles sont principalement

axées sur deux stratégies : la prévention et I’éradication.

20 Délibération du conseil de la Ville de Paris 2010 DLH 59 et 2012 DLH 85 : délimitation du secteur a I"intérieur duquel le
maire pourra enjoindre les propriétaires de procéder a la recherche de termites et aux travaux préventifs ou d’éradication
nécessaires.
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Figure 16 : Photographies illustrant les modalités de détection de la présence de termites. A) Groupe de

reproducteurs ailés au moment de I’essaimage au laboratoire (R. grassei). B) tunnels de terre sur un mur de béton
dans le XVII*= arrondissement et C) tunnel de terre sur le tronc d’un arbre d’alignement dans le XVIéme
arrondissement. Photographies de G. Baudouin.

En France, les moyens préventifs ont pour objectifs d’empécher les dommages causés par
les termites dans les batiments. Pour les constructions neuves, depuis le décret de 2006, il
s’agit de mettre en place un dispositif capable de faire obstacle au passage des termites depuis
le sol vers le bati et utiliser pour la construction des matériaux résistants aux termites
(naturellement ou apres traitement). Le plus souvent, les dispositifs sont des barrieres
physiques ou physico-chimiques placées entre le sol et le bati (Su and Scheffrahn 1998). En
ce qui concerne les constructions avant 2006, les moyens préventifs font intervenir des
dispositifs de surveillance et/ou de traitement des parties basses du bati, ainsi que des parties
sensibles (éléments structurels). Les moyens curatifs, eux, sont destinés a détruire I’infestation
averée de termites et sont réalisés suivant les mémes procédures que les dispositifs préventifs
des constructions avant 2006. Les traitements sont réalisés de deux facons. La premicre est la
barriere chimique, qui consiste en 1’utilisation de termicide (biocide) dans les sols (a
I’extérieur et dans les caves), les magonneries et les bois de structures et de menuiseries, et
qui a pour effet de tuer I’ensemble des individus en contact avec la substance (Su and
Scheffrahn 1998). La seconde est la technique du piége-appat, qui consiste en la pose de
stations dans le sol contenant un appat (de bois dans la majorité des cas) et, si la présence de
termites est détectée dans le piege, alors le bois est remplacé par de la cellulose avec une
matiere active, telle que I’hexaflumuron ou le diflubenzuron qui sont des inhibiteurs de mue

(UNEP 2000 ; Stansly ef al. 2001 ; Ripa ef al. 2007). L’efficacité de ces systemes est relative
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et dans le cadre du pouvoir d’injonction du maire, les propriétaires ont un délais de six mois
pour justifié la réalisation de travaux (préventifs ou curatifs), or les fabricants garantissent une
efficacité contractuelle de 5 ans pour 1’éradication des colonies de termites avec cette méthode
de piege-appat. Au vu des délais légaux, la technique par injection semble étre la plus rapide.
Cependant, le piege-appat est largement utilisé par les applicateurs (Applicateurs, comm.
Pers.), contrairement aux injections beaucoup plus nocives pour I’Homme et 1’environnement
et, a I'intérieur du batiment, les piéges sont adaptés pour pouvoir étre posés sur les cordons
construits par les termites afin de connecter avec la colonie. Le principe de ce type de piege
est basé sur la nature coopérative des colonies de termites ou la nourriture est transférée entre
les individus par trophallaxie et permet ainsi d’atteindre un grand nombre d’individus au sein
de la colonie et la détruire. Toutefois, ce processus est long et I’éradication d une colonie peut
prendre entre 6 et 18 mois et souvent au-dela, ce qui, en cas d’infestations séveres, peut étre
msuffisant pour protéger des éléments structuraux. Les recherches de nouvelles méthodes de
lutte contre les termites continuent d’explorer d’autres pistes pour empecher les termites de
consommer le bois ou pour les éradiquer (Husseneder er al. 2010 ; Chouvenc et al. 2011 ;

Scharf 2015).
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Deuxieme partie

- Problématique et objectifs -






A. Problématique générale

Reticulitermes flavipes est une espece invasive introduite dans de nombreuses régions du
globe. En France, cette espece a longtemps été considérée comme une espeéce originaire
d’Europe mais récemment, une analyse globale d’¢chantillons collectés en France et aux
Etats-Unis a confirmé 1’hypothése d’une origine américaine et a révélé que la population
source de R. flavipes en France est probablement la population de la Nouvelle Orléans en
Louisiane (Perdereau er al. 2013a). La distribution spatiale et 1’abondance des infestations
suggerent que I’introduction en France aurait pu avoir lieu sur la cote atlantique frangaise,
plus particulierement en Charente-Maritime, dans la région de la Saintonge. Ces infestations
auraient pu avoir lieu dés le début du XVIII*™ siécle, lorsque les échanges commerciaux
débuterent entre La Nouvelle Orléans et les grands ports de la cote atlantique (Perdereau ef al.
2013a). C’est dés 1797 que fut remarqué pour la premiere fois la présence de termites dans
une ville proche de Rochefort (Feytaud 1953). En effet, ce serait durant cette période, via les
routes maritimes, que R. flavipes aurait trés probablement ét¢ introduit a proximité des ports
de Rochefort et de La Rochelle, qui étaient alors impliqués, a cette époque, dans le transport
de matériaux entre la France et le port de la Nouvelle Orléans (Lesne 1923 ; Perdereau ef al.

2013a ; Perdereau ef al. 2015).

On a pu voir précédemment (Partie Reticulitermes flavipes, p61) qu’il existait une grande
variabilité du systeme de reproduction chez cette espece. Le succes invasif de R. flavipes en
France serait associé a 1’organisation sociale des colonies dans son aire introduite. On sait
aujourd’hui, notamment grace a la thése d’Elfie Perdereau, dirigée par Anne-Geneviéve
Bagneres et Franck Dedeine en 2010 et intitulée « Biologie de I'Invasion d’un termite
américain en France — Evolution de ’organisation sociale et conséquences sur le succes
mvasif », que cette espece dans son aire invasive est capable de produire des colonies avec un
trés grand nombre de reproducteurs néoténiques, et qu’il n’existe pas d’agression entre les
colonies, ce qui leur permet de fusionner pour former de nouvelles entités coloniales
complexes (familles mixtes). C’est dans les populations frangaises que le taux de fusion est le

plus €levé jamais enregistré chez cette espéce (Perdereau ef al. 2010a).

Hormis sa présence dans les foréts d’Olonne et d’Oléron, la distribution des populations de

R. flavipes sur le territoire francais est principalement restreinte aux villes ou a proximité
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d’infrastructures humaines (Vieau 1993 ; Vieau 2001 ; Dronnet ef al. 2005 ; Perdereau et al.
2013a). Une des explications proposées est que les activités humaines joueraient un role dans
le transport longue distance des colonies de ce termite, notamment grace a la possibilité, pour
de petits groupes d’individus de fonder de nouvelles colonies par bouturage (Dronnet er al.
2005 ; Pichon ef al. 2007 ; Perdereau ef al. 2010a ; Perdereau et al. 2015). Récemment, un
projet d’intérét régional, TermiCentre, en région Centre-Val de Loire, porté par A-G
Bagneres, a permis de mettre en relation la présence de termites avec la proximité de lignes de
chemin de fer a moins de 200 metres (Andrieu ef al. 2017). Parallélement, les auteurs ont mis
en ¢évidence, qu’a 1’échelle de cette région, une forte densité de bati et des températures
hivernales minimales supérieures a 1,7°C sont des facteurs de I’environnement favorable a
I'installation et a la persistance des colonies de termites. De plus, Suppo ef al. (sous presse)
ont montré, en utilisant un modele d’expansion, que 1’aire de distribution de R. flavipes
s’étendrait rapidement depuis les aires ou il a été introduit et favorable a son installation, mais
serait restreinte par les limites de températures. En revanche, dans un contexte de changement
climatique, une élévation de 1°C d’ici a 2030 entrainerait une augmentation conséquente du
nombre de colonies présentes en région Centre-Val de Loire et une extension de I’aire de
distribution vers I’Est. Cependant, ces modéles prédictifs ne prennent pas en compte les
efforts de lutte engagés par les collectivités et les particuliers, et sous-estiment probablement
la part de dispersion occasionnée par les activités humaines, qui ont possiblement permis a

cette espece de coloniser les villes, les unes apres les autres.

Paris est la ville francaise la plus touchée par les infestations de R. flavipes. Elle a été
observée pour la premiére fois dans la capitale en 1945 dans un jardin du XVI®™e
arrondissement (Serment and Pruvost 1991, STH). Bien qu’une premiere observation de
termite du genre Reticulitermes ait été observée dans les serres du Muséum d’Histoire
Naturelle de Paris en 1922 (Lesne 1923), il n’a pas été possible de statuer sur I’espece de
termite observée car tous les termites a cette époque étaient nommeés « Leucotermes
lucifugus ». Les départements limitrophes de Paris ne sont pas épargnés non plus car, en 1975,
un premier foyer d’infestation a été découvert en Seine-Saint-Denis (Ile-de-France), puis dans
seize autres départements dans les quinze années qui ont suivi (Serment and Pruvost 1991).
Les observations faites par la suite, dans la capitale, furent ponctuelles et n’ont eu de cesse
d’augmenter. C’est seulement en 1993 qu’il y a une réelle prise en compte du phénomene a
Paris qui touchait alors prés de 6% des arbres d’alignements, notamment dans le quartier

autour de la place des Ternes et du Faubourg Saint-Honoré (VIII*™ et XVII™®
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arrondissements) (Lohou er al. 1997). En 2000, avec la thése de Stéphanie Dronnet, une
premiere étude fut réalisée sur les colonies de termites a Paris ; elle avait pour objectifs
d’identifier les colonies afin de comprendre 1’organisation sociale et les variations inter- et
intra coloniale qui pouvaient exister dans les populations frangaises. S. Dronnet a pu mettre en
¢vidence une homogénéité de I’organisation sociale entre les colonies présentes a Paris et
celles dans les foréts de I'ile d’Oléron (Dronnet ef al. 2005). En effet, les colonies identifiées
possédaient toutes la particularité d’étre des colonies de type famille étendue, avec un grand
nombre de néoténiques actifs. De plus, ces colonies étaient toutes spatialement trés étendues
(environ 1000 m?) et connectées en réseau de nids. Ces nids connectés exprimaient de
I'1solement par la distance mettant en évidence I’existance de centres reproductifs multiples.
Bien que ces résultats aient permis de mieux comprendre la structure coloniale de ce termite a
Paris, les efforts mis en place pour essayer de controler les infestations en ville sont restés
importants, car de nouvelles infestations et des cas de réinfestations ont été et sont

régulierement signalés au STH.

Malgré les efforts importants mis en place par la mairie de Paris, les services publics ne
savent pas si les traitements réalisés sont completement efficaces, certaines aires traitées étant
réguliérement réinfestées. A I’heure actuelle, nous n’avons aucune idée de la dynamique
temporelle des colonies de termites en milieu urbain. Comprendre et identifier les facteurs qui
permettent a cette espece de persister et de proliférer en milieu urbain pourraient apporter des
¢léments-clés ou des outils précieux pour améliorer la lutte contre ce termite et ainsi protéger
le patrimoine urbain de la ville de Paris. Bien que cette espece soit parfois présente en milieu
forestier, elle est principalement localisée en ville. Peu d’études se sont penchées sur
I'influence de I’environnement sur la distribution de cette espeéce et aucune concernant les
populations de I’aire invasive. La ville semble étre un milieu propice a son développement et
la wille de Paris, en particulier, peut nous permettre d’identifier et d’étudier les

caractéristiques du milieu urbain permettant a R. flavipes de s’mnstaller et de persister.

Lors de mon stage de master 2 avec E. Perdereau (Perdereau ef al. 2015, Annexe 1.) nous
avons mis I’accent sur les deux traits coloniaux des colonies de R. flavipes, la fusion coloniale
et le grand nombre de néoténiques, qui seraient des traits préadaptés a 1’invasion de nouveaux
environnements déja présents en Louisiane. Nous avons méme posé 1’hypothése que ces traits
seraient des traits préadaptés pour envahir de nouveaux environnements et expliqueraient sa
présence sous les différentes latitudes du globe (Perdereau er al. 2015). Principalement

retrouvée dans les villes en France, cette espéce s’est répandue depuis la cote atlantique
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(Saintonge) vers I’Est, du Sud jusqu’a Bayonne et au Nord jusqu’a Paris et au-dela
(Normandie et Nord pas de Calais). Bien que 1’origine de son introduction ait été identifiée en
Louisiane (Perdereau er al. 2013a), on ne connait pas la dynamique d’expansion de cette

espece en France et de nouvelles villes continuent d’étre infestées chaque année.
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B. Objectifs spécifiques

1 objectif : Identifier les limites coloniales en milieu urbain et
¢tudier leur persistance a travers le temps.

A Paris, de nombreuses infestations sont observées depuis plus de 20 ans et, malgré des
efforts importants pour protéger le patrimoine immobilier, les colonies de termites réinfestent
réguliérement le bati. Des études sur 1’efficacité des traitements aux Etats-Unis ont mis en
avant leur efficacité sur le court terme (trois ans) et le peu de réinfestations observées étaient
semble-t-11 le fait de nouvelles colonies (Ripa ef al. 2007 ; Vargo and Parman 2012). Une
nuance cependant est a prendre en considération. Ces études ont en effet toutes été réalisées
sur des colonies de R. flavipes dans son aire native ou sont majoritairement présentes des
colonies de type famille simple (Vargo and Carlson 2006 ; Vargo and Husseneder 2009). Au
vu de I’organisation sociale des colonies en France, et de la structure en réseau de leurs nids,
on peut s’interroger sur la dynamique spatio-temporelle de ces colonies qui semble pouvoir
réinfester facilement des zones ayant subi des traitements. L’étude des colonies de termites
souterrains nécessite dans un premier temps de définir les limites de chacune des colonies qui
peuvent infester une zone. La définition de ces colonies est un véritable challenge, car au vu
de la variabilité des systémes de reproduction chez cette espéce, certains facteurs, tel que la
viscosité génétique, peuvent altérer les limites réelles de ces colonies. Ainsi, par une approche
de génétique du paysage et I’utilisation de marqueurs microsatellites, nous avons pu améliorer
la délimitation des colonies, en intégrant une dimension spatiale, permettant alors de tenir
compte de ce possible biais. Nous avons €galement saisi I’opportunité de pouvoir comparer
notre échantillonnage avec celui réalisé lors de la these de Stéphanie Dronnet et d’observer le
devenir des colonies aprés 15 ans. Ce type de comparaison temporelle n’avait jamais été
envisagé auparavant. Les résultats de ce travail sont présentés dans I’étude 1 intitulé : « Un
termite Américain a Paris : dynamique temporelle des colonies », et ont fait I’objet d’une

publication dans le journal Genetica.
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2¢M€  objectif : Identifier les facteurs biotiques et abiotiques

contribuant a expliquer la distribution des infestations de ce termite a
Paris.

A ce jour, seules quelques études se sont penchées sur les facteurs biologiques ayant
permis a R. flavipes d’étre invasif en France. Ces études ont révélé que les caractéristiques de
son organisation sociale, la forte propension a la fusion coloniale, et la production de
nombreux reproducteurs néoténiques actifs au sein des colonies sont des traits qui ont permis
a cette espece de coloniser de nouveaux milieux (Perdereau ef al. 2010a ; 2013a ; 2015). En
France, les villes sont les principales zones touchées par les infestations de ce termite. On peut
alors se poser les deux questions suivantes : (1) ces traits sont-ils toujours retrouvés en milieu
urbain et dans les mémes proportions ? Et (2) quelles sont les caractéristiques du milieu
urbain qui sont favorables a la présence de ce termite en ville ? Nous avons cherché a
identifier les variables présentes en ville qui sont favorables a I’installation de R. flavipes et a
comprendre comment celles-ci structurent la population de termites a Paris. Dans ce but, nous
avons analysé par une approche d’écologie et de génétique du paysage, les variables du
paysage parisien relatives a la distribution spatiale des infestations dans la ville. Nous avons
¢galement caractérisé la structure génétique des infestations et déterminer I'influence des
variables de I’environnement sur la structuration de ces infestations. Les résultats de ce travail
sont présentés dans I’étude 2 intitulé : « Distribution spatiale et génétique d’un termite
Américain dans le paysage de Paris », et ont fait I’objet d’un article soumis a Urban

Ecosystems.
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3¢me gbjectif : Déterminer les relations entre les populations francaises

de termites pouvant expliquer la fondation de la population parisienne.

Plusieurs études ont montré que les populations introduites en France ont toutes pour
origine la Louisiane et que ces populations possedent des caractéristiques génétiques et
phénotypiques communes (Perdereau er al. 2010b, 2013a, 2015). Cependant, les relations
entre les différentes populations frangaises ne sont pas connues. Identifier les routes
d’invasion et d’expansion de cette espece ainsi que les liens qui relient les différentes
infestations au sein méme de son aire invasive, peut permettre d’identifier les facteurs
potentiels capables d’expliquer la distribution actuelle de I’espece. Cette étude a pour objectif
de comprendre 1’expansion de R. flavipes afin de proposer des scénarios possibles sur
Ihistoire de I’invasion de cette espéce en France. A terme, cela permettrait d’identifier les
voies de dispersion empruntées par les termites et de cibler les actions de contrdle a mettre en
place pour limiter sa propagation future. A I’aide de marqueurs microsatellites et d’un
marqueur mitochondrial (COII), nous avons étudi€ les relations phylogéographiques pouvant
exister entre les différentes populations de R. flavipes en France. Nous avons ainsi caractérisé
les relations génétiques des populations introduites, aux échelles régionales et nationales, en
s’intéressant plus particuliérement aux régions Ile-de-France et Centre-Val de Loire fortement
touchées par ce termite. Les résultats de ce travail sont présentés dans I’étude 3 intitulé :
« Analyses génétique des infestations d’une espeéce invasive de termite a différentes

échelles spatiales », et font I’objet d’un article en préparation.
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Troisiéme partie

- Présentation des études -






Etude 1 : Un termite américain a Paris

dynamique temporelle des colonies.
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Synthese de I’article 1

Contexte et objectifs

La complexité et la variabilité des structures coloniales des termites souterrains rendent
difficile la lutte contre ces insectes. Elle est d’autant plus compliquée au vu de leur mode de
vie souterrain. Pour des raisons d'accessibilité, seuls les ouvriers de la colonie sont
généralement échantillonnés pour pouvoir étudier ce groupe sur le terrain (Perdereau er al.
2013b ; Bankhead-Dronnet ef al. 2015 ; Perdereau et al. 2015). Les efforts de lutte tentent de
limiter le développement des colonies en ciblant les reproducteurs et leurs descendants et ce
en utilisant diverses méthodes, notamment les pieges-appats (Vargo 2014). Pour améliorer
l'efficacité de ces traitements, i1l faut pouvoir délimiter les colonies, une tache qui reste

difficile, méme avec les outils moléculaires actuels (Vargo et Parman 2012 ; Vargo 2014).

La ville de Paris a déja mis en ceuvre plusieurs mesures pour controler les infestations
(Lohou ef al. 1997 ; Paulmier ef al. 1997 ; Caron 2003), telles que la gestion de la prévention
et de la lutte contre les termites dans les batiments infestés ainsi que le traitement des arbres
infestés dans les rues. Malgré de nombreux traitements, R. flavipes persiste dans plusieurs
parties de la ville. Les pouvoirs publics de la ville ne peuvent pas savoir si les traitements

étalent inefficaces ou si les zones traitées ont été réinfestées suite aux traitements.

A P’aide des échantillons récoltés lors de la thése de Stéphanie Dronnet en 2000 et 2001,
nous avons saisi I’opportunité de pouvoir étudier la dynamique temporelle des colonies de ce
termite en ville. Dans cette étude, nous avons pu dégager trois objectifs principaux : 1)
Identifier les colonies présentes en 2001 et 2016 dans quatre grandes zones géographiques
de Paris en utilisant des données génétiques provenant de nombreux points d'échantillonnage
2) Comparer les colonies identifiées en 2001 avec celles identifiées en 2016, pour
déterminer si les colonies identifiées en 2001 ont persisté jusqu’en 2016. Les résultats
pouvant aider a déterminer si les événements de recolonisation sont dus a des colonies
résiduelles ou a de nouvelles colonies 3) Améliorer la délimitation des colonies par une
approche par inférence bayésienne (Guillot er al. 2005a ; Guillot ef al. 2009), combinant
informations spatiales et génétiques. Une telle méthode a déja été utilisée pour inférer les
limites des populations de fourmis (Holberg er al. 2009) et, plus récemment, chez les termites
(Arango et al. 2015, Bankhead-Dronnet er al. 2015). Nous avons également comparé
l'efficacité de cette approche bayésienne avec une approche plus classique de différenciation

statistique.
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Méthodes

Nous avons sélectionné dans 1’échantillonnage réalisé pour cette these (2014-2016) et dans
celui de la thése de S. Dronnet (2000-2016) les points de collectes qui étaient dans 4 zones
géographiques concomitantes (Article 1, Fig. 1). Nous avons utilisé I’ADN de 10 ouvriers
collectés dans 33 points de collecte de 2001, et 37 points de collecte de 2016. Les 700
ouvriers ainsi sélectionnés ont été¢ séquences sur 9 marqueurs microsatellites (Rf1-3, Rf6-1,
Rf11-1, Rf15-2, RS15, Rf21-1, RS76 et RS43), et pour chacun des 70 points de collectes

correspondants, un ouvrier a été séquence sur le géne mitochondrial COIL

Pour délimiter les colonies de ces 4 zones, nous avons utilisé¢ deux approches. La premiere
est basée sur un test de différentiation statistique qui compare deux a deux la distribution des
génotypes des ouvriers pour chaque paire de points de collecte. Ce test a été réalisé a I’aide de

GENEPOP on the web (Raymond et Rousset 1995, http://genepop.curtin.edu.au/). Chaque paire

de points de récolte a été comparée indépendamment pour chaque période d’échantillonnage
(2001 et 2016), puis sur les deux périodes conjointement. La deuxieme approche s’est basée
sur des inférences bayésiennes utilisant les données génétiques (microsatellites et
mitochondriales) couplées aux données spatiales (coordonnées GPS), afin de définir la
vraisemblance du nombre de groupes (ici les colonies) parmi les échantillons proposés. Pour
réaliser cela, nous avons testé dans un premier temps un éventuel effet d’isolement par la
distance entre les points d’échantillonnage de chaque zone. Dans un second temps, nous
avons utilisé le logiciel GENELAND implémenté sous R (Guillot e al. 2005b ; Guillot ef al.
2009) qui, d’une part, détermine le nombre le plus vraisemblable (K) de groupes (ou clusters)
pour chaque zone, et qui d’autre part, assigne chacun des individus dans ces groupes. Nous
avons ensuite effectué une contre-vérification en réalisant des tests de différentiation
génétique entre les paires de points de récolte au sein de chacun des clusters identifiés. Nous
avons enfin, pour chaque colonie, déterminé la structure reproductrice et inféré le nombre de
reproducteurs actifs. Nous avons également comparé la diversité génétique des colonies entre

les deux périodes d’échantillonnage.

Résultats / Discussion

Dans les 4 zones d’étude, nous avons pu identifier un total de 18 colonies parmi lesquelles
8 ont été i1dentifiées en 2001 et 10 en 2016 (Article 1, Table 1). Les deux approches utilisées,
pour 3 des 4 aires, présentent des résultats relativement différents. En effet, pour les aires 1 et
4, la méthode statistique identifie moins de colonies que la méthode par inférence bayésienne,
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qui tient compte d’un effet de viscosité génétique induite par un isolement par la distance.
Egalement, dans ’aire 3, 1’analyse par inférence bayésienne, fortement influencée par
I'utilisation des données mitochondriales, définit 2 groupes, alors que la méthode statistique
en définit 3. De plus, au vu de la surface spatiale de cette zone, I'utilisation de I’approche
bayésienne pour la délimitation coloniale nécessite de réduire I’étendue en prenant en compte
les capacités de dispersion intrinseque de I’espece. Ceci met en avant ['utilité de combiner les
données génétiques avec les données spatiales dans la délimitation coloniale pour tenir

compte des effets dus a I’échelle d’étude.

Tout d’abord, pour deux des aires étudiées (2 et 3), on a pu observer des différences entre
les entités génétiques identifiées en 2001 et en 2016. Ceci suggere qu'une nouvelle colonie a
remplacé la premiére suite au déplacement ou a I’éradication de cette derniere. Ce type de
remplacement est régulierement observé dans 1’aire native de cette espéce ou les densités de
colonies sont importantes et ou la fondation par essaimage permet la recolonisation rapide de
nouvelles colonies (Vargo ef al. 2003 ; Parman and Vargo 2010 ; Vargo and Parman 2012).
Cependant, de tels événements de recolonisation semblent peu probables ici car la dynamique
de dispersion en ville des ailés doit étre fortement modifiée par les structures des batiments.
Le transport via les activités humaines est stirement la force principale pour introduire une
nouvelle colonie (Dronnet ef al. 2005 ; Perdereau ef al. 2010a ; Arango ef al. 2015 ; Perdereau
et al. 2015), et il est peu probable qu’une nouvelle colonie ait été introduite par accident deux
fois au méme endroit. Une autre possibilité permettant d’expliquer cette différence est la
différenciation génétique des colonies qui, soit par dérive génétique ou via le bouturage, a vu
la distribution des fréquences alléliques des individus évoluer au cours du temps. Au vu de
nos attentes, seules 5 colonies n’ont pas subi de modifications détectables entre 2001 et 2016.
Les différences observées entre 2001 et 2016 pour les autres colonies peuvent s’expliquer par
I’arrivée de nouvelles colonies dans la zone ou par I’extension par bouturage de colonies déja

présentes.

Comme observe dans les études précédentes de R. flavipes en France, nous n'avons trouve
aucune famille simple (Dronnet ef al. 2005 ; Dronnet ef al. 2006 ; Perdereau ef al. 2010a ;
Perdereau et al. 2015). Dans cette étude, nous avons observé un pourcentage élevé de familles
mixtes et étendues (respectivement 38,9% et 61,1%,) et nous avons inféré un grand nombre de
néoténiques (> 100), suggerant que les colonies forment de vastes réseaux de nids

iterconnectés qui sont capables de disperser par bouturage.
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Dans les études précédentes, seuls 2 haplotypes ont été trouvés a Paris sur les 11 identifiés
en France (Perdereau et al. 2013a). Deux scénarios possibles peuvent expliquer ces résultats :
(1) peu d’introductions de termites ont eu lieu dans la capitale, et celles-ci ont été suivi par
d’importantes vagues d’introductions secondaires qui ont étendu les infestations a travers la
ville, et (2) plusieurs introductions ont eu lieu mais celles-ci provenaient des meémes

populations sources en France.

Les résultats de cette 1°"° étude montrent que, malgré des efforts importants, les
colonies sont capables de persister et de réinfester des zones traitées. Ces réinfestations
sont possibles grace a leur mode de reproduction (néoténiques) et de dispersion (par
bouturage) qui leur permettent de survivre localement et de recoloniser des zones ou ils
avaient été partiellement éradiqués. De plus, cela confirme également que, dans I’aire
mtroduite de ces termites, ces systémes de reproduction particuliers dominent dans les aires
naturelles comme dans les aires urbaines (Dronnet er al. 2005 ; Perdereau er al. 2010a ;
Perdereau er al. 2015). Nous avons pu €galement améliorer la délimitation des colonies et ce

malgré une faible diversité génétique de la population parisienne.
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Abstract

Termites of the genus Rericulitermes are widespread invaders, particularly in urban
habitats. Their cryptic and subterranean lifestyle makes them difficult to detect, and we know
little about their colony dynamics over time. In this study we examined the persistence of
Reticulitermes flavipes (Kollar) colonies in the city of Paris over a period of 15 years. The aim
was (1) to define the boundaries of colonies sampled within the same four areas over two
sampling periods, (i1) to determine whether the colonies identified during the first sampling
period persisted to the second sampling period, and (ii1) to compare the results obtained when
colonies were delineated using a standard population genetic approach versus a Bayesian
clustering method that combined both spatial and genetic information. Herein, colony
delineations were inferred from genetic differences at nine microsatellite loci and one
mitochondrial locus. Four of the 18 identified colonies did not show significant differences in
their genotype distributions between the two sampling periods. While allelic richness was
low, making it hard to reliably distinguish colony family type, most colonies appeared to
retain the same breeding structure over time. These large and expansive colonies showed an
important ability to fuse (39% were mixed-family colonies), contained hundreds of
reproductives and displayed evidence of isolation-by-distance, suggesting budding dispersal.
These traits, which favor colony persistence over time, present a challenge for pest control
efforts, which apply treatment locally. The other colonies showed significant differences, but
we cannot exclude the possibility that their genotype distributions simply changed over time.

Key-words: social insects; colony delineation; Reficulitermes flavipes; urban pest; GENELAND.
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Introduction

Termites are widespread invasive pests, from which subterranean termites
(Rhinotermitidae) are a group of particular concern because they account for 80% of termite
damage worldwide (Rust and Su 2012). Species belonging to the genera Coptotermes and
Reticulitermes are among the most common urban termites in temperate areas and frequently
infest anthropogenic structures (Su and Scheffrahn 1990; Evans ef al. 2013). Recent studies
have suggested that their sophisticated system of social organization as well as their diverse
and flexible breeding system and dispersal modes have allowed them to spread in dense urban
habitats, where they easily pass from one building to another (Vargo and Carlson 2006; Vargo
and Husseneder 2009; Perdereau ef al. 2013a; Majid and Ahmad 2015; Chouvenc ef al. 2016).
However, it 1s difficult to study subterranean termites because of their cryptic lifestyle and
ability to produce extended colonies. Colony delineation remains a challenge but is a
necessary prerequisite if we wish to directly monitor colonies across space and time (Thorne
et al. 1999).

Over the past 15 years, many studies have used genetic markers, mainly at nuclear
microsatellite and mitochondrial loci, to characterize the foraging areas and breeding systems
of termite colonies (Vargo 2003a; Vargo et al. 2003; Husseneder et al. 2005; DeHeer e al.
2005; Vargo er al. 2006; Aluko and Husseneder 2007; Husseneder er al. 2008; Nobre er al.
2008; Husseneder et al. 2012; Bankhead-Dronnet er al. 2015; Perdereau et al. 2015). The
results have revealed significant intra- and interspecific variations in organization, breeding
systems and dispersal modes, which underlie complex colony structures. More specifically,
several reproductive and non-reproductive castes exist and play a major role in colony
dynamics.

Colonies are typically founded by a pair of primary reproductives (i.e., alates) following
dispersal during the nuptial flight. The monogamous couple and their non-reproductive
offspring form what is called a simple-family colony. The larvae produced become either
workers or nymphs. As colonies grow, secondary reproductives (i.e., neotenics) can arise
from either of these groups. When they come from nymphs, which is common, they are
brachypterous neotenics; when they come from workers, which is far less common, they are
apterous neotenics (Buchli 1958). In their natal colonies, neotenics replace the primary
reproductive or help supplement colony reproduction. Neotenics do not fly and mate within
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their colonies of origin, which increases the level of inbreeding. Colonies that are partially or
exclusively made up of the offspring of neotenics are called extended-family colonies. On
occasion, mixed-family colonies may be formed: they contain the offspring of more than two
unrelated reproductives. In Reticulitermes species, mixed families can result from the fusion
of two or more colonies (DeHeer and Vargo 2004; DeHeer and Vargo 2008; Perdereau ez al.
2010a; Perdereau er al. 2015). Colonies headed by multiple neotenics can grow and expand,
sometimes forming spatially diffuse networks of interconnected reproductive centers. Colony
fragments can also become autonomous units that form new colonies (Thorne ef al. 1999).
This mode of colony foundation budding can result in local isolation by distance (IBD) and
population viscosity (Hamilton 1964).

The complexity and variability of colony structures makes pest control difficult. It is
further complicated by subterranean termites’ cryptic lifestyle: colonies can extend over
hundreds of meters but, for reasons of accessibility, typically only foraging workers are
sampled (Perdereau ef al. 2013b; Bankhead-Dronnet ef al. 2015; Perdereau ef al. 2015). Pest
control efforts attempt to limit colony development by targeting reproductives and their
offspring using various methods, including baiting (Vargo 2014). To enhance treatment
efficacy, we need to be able to delineate colony boundaries, a task that remains challenging
even with molecular tools (Vargo and Parman 2012; Vargo 2014).

A native of the eastern United States, Reticulitermes flavipes Kollar has been introduced
mto other North and South American countries (i.e., Chile and Canada) and in Europe (i.e.,
Germany, France and Italy). R. flavipes’ colony breeding structure has been extensively
studied in the northern part of its native range (Vargo er al. 2013; Perdereau et al. 2015).
Recent studies have enhanced our understanding R. flavipes invasions. They revealed that
French populations of the termite most likely came from New Orleans, Louisiana (Perdereau
et al. 2013a) and that the breeding structure of French populations is similar to that of the
Louisiana population: in both cases, colonies produce large numbers of neotenics and have a
propensity to fuse, forming complex mixed-family societies (Dronnet ef al. 2005; Perdereau
et al. 2010a; Perdereau er al. 2015). These two characteristics are thought to increase the
success of introduced populations, especially in urban areas, by increasing both the
probability of successful long-distance, human-mediated dispersal and the probability that
colony fragments will survive (Perdereau ef al. 2015).

In France, Paris is highly infested by R. flavipes. The city has already implemented several

measures to control infestations (Lohou ef al. 1997; Paulmier ef al. 1997; Caron 2003) such as
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managing most termite prevention and control efforts in infested buildings and neighboring
areas, as well as treating infested trees found along streets. Despite numerous treatments, R.
Sflavipes persists in several part of Paris. Local authorities do not know whether treatments
were partially or completely ineffective or whether the treated areas were subsequently
recolonized.

This study aimed to follow R. flavipes colonies in Paris over time to better understand their
dynamics in urban habitat. There were three main objectives. First, we wanted to identify the
colonies present in 2001 and 2016 in four large areas of Paris using data from numerous
sampling points. Second, we wished to compare the colonies identified in 2001 with those
identified in 2016 to get sense of colony persistence; the results could help clarify colony
dynamics in urban habitats and determine if recolonization events were due to residual
colonies or new colonies. Until now, colony delineation has largely involved using a classical
population genetics approach to examine genetic differences among groups of 10-20 workers
taken from different sampling points (Vargo 2003b; DeHeer and Vargo 2004; Dronnet et al.
2005; Nobre et al. 2008; Perdereau er al. 2010a; Perdereau ef al. 2015). However, in complex
termite networks where natural or human-mediated budding dispersal has occurred, it can be
difficult to correctly assess colony boundaries using this technique (Dronnet et al. 2005).
Third, we wanted to see whether a Bayesian clustering approach (Guillot ef al. 2005a; Guillot
et al. 2009) that combine spatial and genetic information would improve colony delineation.
Such a method has already been used to infer population boundaries in ants (Holzer ef al.
2009) and, more recently, in termites (Arango ef al. 2015; Bankhead-Dronnet ef al. 2015). We
also compared the efficacy of the classical population genetics approach and the Bayesian

approach.
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Fig. 1 Map of the study areas and sampling points where R. flavipes workers were collected in Paris, France. The map was created using ArcMap (ArcGIS v. 10.3.1). The red
crosses indicate the 2001 sampling points (n=33), and the black crosses indicate the 2016 sampling points (n=37). In Area 1, 20 points and 9 points were sampled in 2001 and
2016, respectively (total n =29). In Area 2, 1 and 6 points were sampled in 2001 and 2016, respectively (total n=7). In Area 3, 6 points and 5 points were sampled in 2001 and
2016, respectively (total n=11). In Area 4, 6 points and 17 points were sampled in 2001 and 2016, respectively (total n=21). Buildings are in gray, and bodies of water are in blue.
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Materials and methods
Sampling

Foraging termite workers were collected from buildings and trees (e.g., from mud tubes or
wood fragments) at sampling points in four distinct areas of Paris, France (Fig. 1). The city
being broken up into different districts, called arrondissements, Area 1 extended through 3
arrondissements (the 2nd, 8th, and 9th), Area 2 was located in the 8th arrondissement, Area 3
was located in the 13th arrondissement, and Area 4 was located in the 17th arrondissement.
Termites were collected at a total of 70 points across two sampling periods: there were 33 and
37 sampling points in 2001 and 2016, respectively. From the 33 sampling points in 2001,
twenty-two were associated with the Dronnet er al. (2005) study, while the other 11 were
associated with various studies (Dronnet er al. 2002; Dronnet er al. 2004; Dronnet et al.
2006). The breakdown of sampling points was as follows: 20 points in area 1, 1 point in area
2, 6 points in area 3, and 6 points in area 4 (Fig. 1). For each sampling point, DNA for 10
workers was available—it had been extracted by Dronnet and colleagues and then kept frozen
for over 15 years. In 2016, the sampling points were chosen from the same location as the
ones found in 2001 or in the neighboring area if they were not found at the exact same
location. The complexity of our sampling was then reduced by this concomitant choice. The
breakdown of our sampling points in 2016 was somewhat different from 2001: there were 9
points in Area 1, 6 points in Area 2, 5 points in Area 3, and 17 points in Area 4 (Fig. 1). Ten
live termites were sampled at each point, placed in pure ethanol, and stored until DNA
extraction could occur. Given the sampling scheme, we conducted area-specific analyses,

which also allowed us to examine local colony dynamics.
Genetic data

For the 2001 samples, DNA had been previously extracted as described by Dronnet et al.
(2004). For the 2016 samples, DNA was extracted from whole termites using the Wizard®
Genomic Purification Kit (Promega) in accordance with the manufacturer’s instructions. We
ended up with DNA from 330 workers for 2001 and 370 workers from 2016. The samples
were genotyped using nine microsatellite loci previously described: we used Rf1-3, Rf6-1,
Rf11-1, Rf15-2, and RS15 like Dronnet ef al. (2005) as well as four additional loci Rf21-1,
RS76, RS43 (Vargo 2000; Dronnet ef al. 2004) and RS described in DeHeer er al. (2005).
These nine loci are part of a set for which optimal multiplex Polymerase Chain Reaction

(PCR) procedures have been developed at Genoscreen (Lille, France) (Table S1); only
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multiplex 1 and 2 were used in this study. The multiplex PCR mixtures contained 1 U of Taq
DNA polymerase (FastStart — Roche Diagnostics), 6 pmol of ANTP, 37.5 pmol of MgCI2, and
1 ng of template DNA and primers. Primers were labeled with fluorescent dyes (6-FAM,
NED, VIC, or PET; Table S1) and were used at the concentrations indicated in Table S1. The
amplification cycling conditions were as follows: an initial 10min denaturation step at 95°C,
40 30-sec cycles at 95°C, a 30-sec annealing step at 55°C, an initial 1-min extension step at
72°C, and a final 10-minute extension step at 72°C. PCR products were analyzed at
Genoscreen; an ABI 3730XL sequencing system (Applied Biosystems) and GeneScan™ -
500LIZ® size standard (Applied Biosystems) were used. We screened for mitochondrial DNA
variation by sequencing a 658-bp fragment of the cytochrome oxidase subunit II (COII) gene
for one individual from each of the 70 sampling points using the modified primers A-tLeu
(50-CAGATAAGTGCATTG GATTT-30) (Miura ef al. 2000) and TK-N-3785 (50— GTT
TAA GAG ACC AGT ACT TG-30) (Simon ef al. 1994). The reaction mixture had a final
volume of 40 pL and contained 1 pL of DNA template, 20 puL of HotStart® Master Mix
(Qiagen), 2 uM of each primer, and 15 pL of water. PCR amplification was performed using
an ESCO thermocycler. The conditions were as follows: an initial 15-min denaturation step at
95°C, 35 iterations of a three-step temperature cycle(45 sec at 94°C, 1 min at 54°C, and 1.5
min at 72°C), and a final 10-min extension step at 72°C. After amplification, the PCR
products were sequenced on an ABI 3730XL sequencing system (Applied Biosystems) at
Genoscreen (Lille, France). The genotyping of the microsatellite alleles and the alignment and
correction of the COII sequences were performed using Geneious (v.9.4). Then, we carried
out a BLAST search for the COII sequences in GenBank to see if they had already been

referenced and thus determine the associated haplotypes.
Colony delineation

For each study area and sampling period, we identified different colonies by estimating the
degree of genotypic differentiation between all the pairs of sampling points using GENEPOP on
the Web (Raymond and Rousset 1995, http://genepop.curtin.edu.au/). This method assesses
the degree of differentiation at each microsatellite locus using a (G)-based exact test (log
likelihood), and overall significance is determined using a Fisher’s combined probability test.
Thus, different sampling points were considered to represent different colonies when the
degree of differentiation was significant after Bonferroni correction (o’ = 0.05 / [number of
loci x number of sampling points]). This procedure was also used to test the degree of
differentiation between colonies identified in 2001 and 2016.
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To analyze spatial patterns in genetic structure and colony boundaries within each of the
four study areas, we used an isolation by distance (IBD) test (Balkenhol and Fortin 2016) that
assessed the correlation between Euclidian geographic distances and Nei’s D genetic
distances (Nei1 1972). This test was carried out using all the sampling points within each study
area for both sampling periods. A Mantel test was carried out between the two distance
matrices (i.e. Euclidian and genetic distances) using ade4 package [v. 1.7-4] in R with 999
permutations (Mantel 1967). Then, a second analysis combining genetic and spatial data, was
performed, using a Bayesian inference approach implemented in the GENELAND R package (v.
4.0.6) (Guillot et al. 2005b; Guillot ef al. 2009). GENELAND allowed us to account for IBD
distortions in the inferred Bayesian clustering patterns (Frantz ef al. 2009). Sampling points
were not distinguished by sampling period because of the use of geographic coordinates in the
cluster assignment. We used three input file: one with the microsatellite data as (i.e.,
codominant markers file), one with the mitochondrial data (i.e., phenotypic markers file), and
one with the geographic coordinates of the sampling points (i.e., coordinate file) (Guillot ef al.
2012). Data on all individuals for both sampling periods were used. We varied the number of
clusters (K) from 1 to 20 across 10 independent runs to infer the most likely value of K. For
the Markov Chain Monte Carlo (MCMC) function, we use 100,000 iterations, a thinning
mterval of 10, and activated correlated allele frequencies and spatial model options; we used
the default settings for the other parameters. We estimated the value of K from the highest
average posterior probability. Individuals were assigned to subpopulations based on the
results for three separate runs, as suggested by Guillot ef al. (2005b). For these three runs, we
fixed K at the value estimated above; we used 1,000,000 iterations and a thinning interval of
100, but the other settings were as above. We used the results from the run with the highest
average posterior probability to determine the posterior probability of subpopulation
membership for each pixel of the spatial domain (100 x 100 pixels). We considered termite
from a group of sampling points to represent a single colony when all individuals in the group
were assigned to the same cluster. We calculated pairwise Fsr values between clusters within
each study area (as per Weir and Cockerham 1984) using FSTAT (v. 2.9.3; Goudet 2001 ;
http://www2 unil.ch/izea/softwares/fstat html). The significance level for the F-statistics was
defined using a nonparametric randomization test employing 1,000 permutations and the p
value threshold was adjusted with the Bonferroni correction. To compare these results with

those obtained using GENEPOP, we performed (G)-based exact tests (log likelihood) between
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sampling points within each inferred cluster; overall significance was determined using a

Fisher’s combined probability test.
Breeding structure

Breeding structure was determined for the colonies identified in the GENELAND analysis
colonies were sorted based on cluster membership and sampling period. Within each colony,
we tested for linkage disequilibrium using FSTAT (v. 2.9.3; 1000 permutations) (Goudet 2001)
and for deviation from Hardy Weinberg equilibrium using GENEPOP on the Web (Raymond
and Rousset 1995). Then, we inferred colony breeding structure by comparing the observed
frequencies of alleles and genotypes to the standard theoretical frequencies associated with
the three family types (Vargo 2000; Bulmer ez a/. 2001; DeHeer and Vargo 2004; Vargo and
Carlson 2006). Colonies were considered to be simple families when worker genotypes
patterns were consistent with those expected for the direct offspring of a single pair of
reproductives. A G-test was used to determine whether the observed frequencies fit with the
frequencies expected under Mendelian segregation of alleles from two parents (p<0.05, with a
combined Bonferroni correction applied across all loci). Colonies were considered to
extended families when there were no more than four alleles at any locus and when worker
genotypes patterns were not consistent with those expected for the direct offspring of a single
pair of reproductives. Colonies were considered to mixed families when more than four
alleles were observed at one or more loci, a pattern that is consistent with offspring being
produced by more than two unrelated reproductives. Finally, we calculated colony-level F-
statistics (Weir and Cockerham 1984) and the coefficient of relatedness (») (Queller and
Goodnight 1989) using FSTAT (v. 2.9.3; Goudet 2001) to compare our results with those
obtained using models simulating termite breeding structure developed by Thomne et al.
(1999) and Bulmer ef al. (2001). The number of alleles (Na) per locus was compared between
colonies identified in 2001 and 2016 using a t-test, and allelic richness (Rs), observed
heterozygosity (Ho), and gene diversity (Hs) (Nei 1987) in 2001 and 2016 were estimated
using FSTAT (v. 2.9.3; Goudet 2001). The significance of any differences in the latter metrics
was determined using randomization tests implemented m FstaTt (v. 2.9.3; 1,000
permutations, two-tailed tests). When colonies found in the same area exhibited significant
differences between 2001 and 2016, we then compared haplotypes, allele numbers, allelic

richness, and gene diversity between colonies to explore further differences.
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Fig. 2 Maps showing the delineation of R. flavipes colonies in four areas of Paris, France. The map was created using ArcMap (ArcGIS v. 10.3.1). Two approaches were used: the
GENEPOP approach (A: on the left) uses classical statistical methods and the GENELAND approach (B; on the right) uses Bayesian methods. The circles indicate 2001 sampling
points, and the triangles indicate 2016 sampling points. The different background colors (white, gray, light gray, and dark gray) indicate the different clusters identified using the
GENELAND approach. The different colors of the symbols (red. blue, yellow, and black) indicate sampling points that were not genetically differentiated.
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Results
Colony delineation

In area 1, GENEPOP grouped the 20 sampling points for 2001 into a single colony (Fig. 2, Area
1-A, red circles; G-test: all p > a’ =0.0003); the 9 sampling points for 2016 were grouped in
another one colony (red triangles; G-test: all p>a’=0.0006). The lack of genotypic
differentiation between these two colonies (Fig. 2, Area 1-A; G-test: all p > a” = 0.0028) was
consistent with a lack of IBD within area 1 (Mantel test: p =0.053). In contrast, the
GENELAND analysis, which took into account spatial structure, estimated that there were four
clusters (Fig. 2, Area 1-B; Fst estimates: white versus gray cluster = 0.013, p > 0.008 NS at a
pre-correction threshold level of 5% ; white versus light gray cluster = 0.032, p <0.008 ;
white versus dark gray cluster = 0.113, p <0.008; gray versus light gray cluster = 0.011,
p <0.008; gray versus dark gray cluster= 0.071, p <0.008; light gray versus dark gray
cluster = 0.053, p <0.008). Within each cluster, there was no genotypic differentiation
between sampling points (Fig. 2, Area 1-B; gray cluster [n=3], all p > o’ =0.0019, yellow
symbols ; dark gray cluster [n=2], all p > o’ = 0.0028, black circles; light gray cluster [n=21],
all p > o’ =0.0003, red symbols; white cluster [n=3], all p > a’ =0.0019, blue symbols). In
area 1, three clusters comprised colonies from both 2001 and 2016, while one was made up of
just one colony from 2001 (Table 1 and Fig. 2, Area 1-B, black circles). In area 2, results from
GENEPOP, considered the unique sampling point for 2001 as only one colony (Fig. 2; black
circle). Concomitantly, analysis grouped all six sampling points for 2016 into one colony as
well (Fig. 2, Area 2-A:; G-test: p>a’=0.0009, red triangles). Whereas, there was a
significant genotypic differentiation between the 2001 and 2016 colonies (Fig. 2, Area 2-A;
G-test: p < o’ =0.0028), no IBD was detected (p = 0.576). In the other hand, the GENELAND
analysis supported these results as it identified two clusters (Fig. 2, Area 2-B; Fsr estimate:
white versus gray cluster = 0.249, p <0.05). Within the gray cluster, there was no genotypic
differentiation between sampling points (Fig. 2, Area 2-B; n=6, all p > a’ =0.0019, red
triangles). Furthermore, GENELAND determined that each colony was associated with a
sampling period (Table 1). The 2016 colony differed significantly from the 2001 colony. In
area 3, GENEPOP separated the six sampling points for 2001 into two different colonies (Fig.
2, Area 3-A; G-test: p > o’ = 0.0009, red circles and black circles); the five sampling points
for 2016 also formed two distinct colonies (Fig. 2, Area 3-A; G-test: p>a’=0.0011, red

triangles and blue triangles). In this area, there was significant genotypic differentiation
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between the 2001 and 2016 colonies that had haplotype A (G-test: p < a’ =0.0014, black
circles and blue triangles, Fig. 2), but there was no differentiation between the 2001 and 2016
colonies that had haplotype D (Fig. 2, Area 3-A; G-test: p > a’ =0.0014, red symbols). No
IBD was detected in area 3 (p = 0.760). The GENELAND analysis inferred two clusters (Fig. 2,
Area 3-B; Fsr estimate: white versus gray cluster = 0.356, p <0.05). There was significant
genotypic differentiation between sampling points in the first but not in the second cluster
which contained the five sampling points displaying the D haplotype (Fig. 2, Area 3-B; gray
cluster [n=6], p <o’ =0.0009, black circles [n=3] and blue triangles [n=3]; white cluster
[n=5], p>0a’=0.0011, red symbols). Combining the GENEPOP and GENELAND results, four
colonies could be delineated in area 3 (Fig. 2, Area 3-B), two of which were sampled in 2001
versus in 2016 (Table 1). However, there was no differentiation between one 2001 colony and
one 2016 colony found in the same local area. In area 4, GENEPOP grouped all 6 sampling
points for 2001 in only one colony (Fig. 2, Area 4-A; G-test: all p > o’ = 0.0009, red circles)
whereas all 17 sampling points for 2016 were grouped in two distinct colonies (G-test: all
p>a’ =0.0003, red triangles and black triangles, Fig. 2). There was genotypic differentiation
between the 2001 colony and one of both 2016 colonies (Fig. 2; G-test: p > a’ =0.0014, red
symbols and black symbols). Significant IBD was observed in area 4 (p=0.012). The
GENELAND analysis estimated cluster number to be four (Fig. 2, Area 4-B; Fsr estimates:
white versus gray cluster =0.034, p <0.008; white versus light gray cluster= 0.281,
p <0.008; white versus dark gray cluster = 0.167, p <0.008; gray versus light gray = 0.159,
p <0.008; gray versus dark gray cluster= 0.046, p <0.008; light gray versus dark gray
cluster = 0.093, p <0.008). There was no genotypic differentiation between sampling points
within clusters, except in the case of the dark gray cluster (Fig. 2, Area 4-B; white cluster
[n=13], allp >a’=0.0004, red symbols; gray cluster [n=7], all p>a’=0.0008, black
triangles; light gray cluster [n=2], all p>a’=0.0028, yellow symbols).Combining the
GENEPOP and GENELAND results, five colonies could be delineated: one from 2001 and four
from 2016 (Table 1). The 2001 colony did not differ significantly from the 2016 colony found
in the same local area. Ultimately, using both the GENELAND and GENEPOP analyses, we were

able to identify 18 colonies (Table 1).
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Table 1 Delineation of R. flavipes colonies found in four areas of Paris using GENEPOP and GENELAND. This table indicates the number of colonies identified using each
approach for both sampling periods 2001 and 2016. The number of sampling points in each area is », and the estimated number of clusters is Nb clusters. Non-Diff indicates the
number of colonies that were not significantly differentiated based on the GENEPOP analysis and that were assigned to the same cluster in the GENELAND analysis; Diff indicates
the number of colonies that, between 2001 and 2016, were significantly differentiated from each other in the GENEPOP analysis and not assigned to the same cluster in the

GENELAND analysis.

GENEPOP GENELAND
n  Nbcol2001 Nbcol2016 Non-Diff Diff Nb clusters ~ Nbcol 2001 Nbcol 2016  Non-Diff Diff
Areal 29 1 1 1 0 4 4 3 3 1
Area2 7 1 1 0 2 2 1 1 0 2
Area3d 11 2 2 1 2 2 2 2 1 2
Aread 23 1 2 1 1 4 1 4 1 3
Total 70 5 6 3 5 12 8 10 5 8
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Genetic diversity

All the microsatellite loci were polymorphic and the number of alleles (Na) ranged from 2
to 12; observed heterozygosity (Ho) ranged from 0.305 to 0.616, and gene diversity (Hs)
ranged from 0.339 to 0.633 (Table S2 and S4). Taking into account the colonies previously
inferred, the allelic richness (Rs) in the 2001 was significantly higher than in 2016 (2.759
versus 2.562, p=10.045). However, no significant differences were observed between
sampling periods in the number of alleles (Na; t=0.447, DF = 15.56, p =0.661), observed
heterozygosity (Ho, p=0.141), or gene diversity (Hs, p=0.240) (Table S2).

We identified two haplotypes at the mtDNA COII locus: haplotype A and haplotype D,
which have been previously described (accession numbers JQ280540 and JQ280572,
respectively) and which differ in six base pairs (Perdereau et al. 2013). Termites at five
sampling points (7%; three in 2001 and two in 2016) in area 3 had haplotype D. In contrast,
termites at the other 65 sampling points (93%) had haplotype A (Table 2).

Colony breeding structure

Colonies were assigned a code based on study area, cluster membership, and sampling
period (Table 2). Half of the colonies deviated from Hardy-Weinberg equilibrium (i.e., nine
colonies with p < 0.05), but no genotypic disequilibrium was observed at the microsatellite
loci examined. Based on the genotype patterns, none of the colonies were classified as simple
families. Indeed, all the colonies had more than four genotypes at least one locus, indicating
that some or all of their workers were the offspring of neotenics (Ng max; Table 2). Eleven of
the 18 colonies (61.1%) were extended families since they had no more than four alleles at
any locus, and the remaining 7 (38.9%) were mixed families since they had more than four
alleles at one or more loci (Table 2). The F-statistics and worker-relatedness coefficient for
the colonies (Table 3) were consistent with those expected for theoretical populations

composed of colonies having hundreds of neotenics (Thorne ef al. 1999; Bulmer ef al. 2001).
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Table 2 Genetic data for R. flavipes colonies identified in four areas of Paris. Microsatellite analyses: colonies

identified by the GENEPOP and GENELAND analyses were assigned a code based on study area, cluster

membership, and sampling period (for example, A3C2 — 2016 was a colony in area 3 that was part of cluster 2

and that was present in 2016). For each colony. the following information is provided: the number of termite

workers genotyped (n), the family structure, the mean number of alleles per locus (Na), the maximum number of

alleles (Max Na) and genotypes (Max Ng) per locus, and the number of loci with more than four alleles (N /oci

4+). The colony’s haplotype at the mitochondrial COII locus (GenBank accession number provided; Perdereau

et al. 2013a) is also indicated.

Microsatellite analyses COIl

Colony n  Family Structtre Na Max Na Max Ng Nloci 4+ Haplotype Accession no.
Areal

Al1C1-2001 10 Extended 2.56 4 7 0 A JQ280590
AIC1-2016 20 Extended 2.67 4 9 0 A JQ280590
AlIC2-2001 20 Mixed 3.56 6 8 2 A JQ280590
AlIC3-2001 160 Mixed 3.33 6 11 1 A JQ280590
AlIC3-2016 50 Mixed 3.00 5 9 1 A JQ280590
Al1C4-2001 10 Extended 2.44 4 6 0 A JQ280590
AlC4-2016 20 Extended 2.78 4 7 0 A JQ280590
Area 2

A2C1-2016 60 Extended 2.56 4 9 0 A JQ280590
A2C2-2001 10 Extended 2.89 6 A JQ280590
Area 3

A3C1-2001 30 Extended 2.89 4 9 0 A JQ280590
A3C1-2016 30 Extended 2.78 4 7 0 A JQ280590
A3C2-2001 30 Mixed 3.56 7 11 2 D JQ280572
A3C2-2016 20 Extended 2.56 4 6 0 D JQ280572
Aread

A4C1-2001 60 Mixed 3.11 7 15 1 A JQ280590
A4C1-2016 70 Mixed 3.00 7 13 1 A JQ280590
A4C2-2016 70 Mixed 3.33 5 10 2 A JQ280590
A4C3-2016 20 Extended 2.67 4 7 0 A JQ280590
A4C4-2016 10 Extended 2.67 4 6 0 A JQ280590
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Table 3 F-statistics and worker-relatedness coefficient (#) for colonies present in 2001 and 2016. The values

provided are the means and standard errors. The variable » refers to the number of colonies identified.

Fir Fer Fre r
2001 (n=8) 0.240+0.028 0.196 £ 0.028 0.055£0.036 0.316£0.043
2016 (n=10) 0.243 £0.035 0.194 £ 0.019 0.061 £0.044 0.312£0.029

Theoretical populations composed of colonies having hundreds of neotenics (Thorne et al. 1999 ; Bulmer et al.
2001).

In areas 2 and 3, both the GENEPOP and GENELAND analyses found significant genetic
differences between 2001 and 2016 colonies sampled at the same locations (Fig. 2, Area 2-B
and Area 3-B, gray cluster). In area 2, allelic richness (Rs) and gene diversity (Hs) were lower
in the 2001 colony than in the 2016 colony (Rs: 2.076 versus 2.447, respectively, p = 0.028;
Hs: 0.383 versus 0.535, respectively, p = 0.032), but there was no difference in allele number
(Na; t=0.781, DF = 15.56, p = 0.446) (Table S3). In area 3, in the gray cluster, there was no
difference in allele number (Na; t=0.267, DF =15.818, p =0.792), allelic richness (Rs,
p =0.378), or gene diversity (Hs, p = 0.310) (Table S3).

Discussion

For most studies examining spatial patterns in genetic structure, sampling procedure and
sample size are very important because they can influence the results (Balkenhol and Fortin
2016). The cryptic lifestyle and complex structure of subterranean termite colonies make it
difficult to study whole colonies. As a result, colony delineation remains a challenge.
Moreover, in urban landscapes notably, termites can only be sampled from identified foraging
areas and thus sampling procedures are not exhaustive (Vargo and Parman 2012). An
additional difficulty 1s that the unique colony structure seen in invasive R. flavipes
populations in France makes it hard to assess colony boundaries using standard population
genetics approaches (Dronnet er al. 2005; Perdereau er al. 2010a; Perdereau ef al. 2015).
Consequently, in this study, we combined a classical population genetics approach
(implemented into GENEPOP) with a spatial Bayesian approach (implemented into GENELAND)
to infer structure of R. flavipes colonies occurring in our study areas. We were able to
delineate 18 colonies across two sampling periods: 8 colonies in 2001 and 10 colonies in 2016
(Table 1).

Both methods generated different results for two areas. In area 1, the GENEPOP approach,

which used microsatellite data alone, identified two colonies (one in 2001 and one in 2016)
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that did not differ genetically (Fig. 2, Area 1-A). In contrast, GENELAND, using microsatellite,
mitochondrial, and spatial data, identified four distinct colonies in 2001 and three distinct
colonies in 2016 even though only haplotype A was present (Fig. 2, Area 1-B). In area 3,
however, GENELAND did not pick up on differences between the 2001 colonies and 2016 ones
occurring in the gray cluster (Fig. 2, Area 3-B), but GENEPOP did. Haplotype differences may
have biased the GENELAND results: the gray cluster only contained sampling points
characterized by haplotype A, while the white cluster only contained sampling points
characterized by haplotype D (Fig. 2, Area 3-B). This difference in mitochondrial haplotypes
may have dominated the cluster formation process and thus prevented the detection of more
subtle patterns among sampling points within the gray cluster. Therefore, in areas 1 and 3, the
extent of the study zone needs to be adjusted to account for the intrinsic dispersal abilities of
this invasive termite. Our results highlighted the need to combine spatial information with
genetic data when delineating subterranean termite colonies. While this method has been
employed in a few studies (Holzer er al. 2009; Arango et al. 2015; Bankhead-Dronnet et al.
2015), its use should be greatly expanded if we wish to better understand the genetic structure
and boundaries of R. flavipes and other termite colonies.

It was expected that the colonies identified would not differ over the time. Surprisingly,
colonies had different “genetic identities” between 2001 and 2016. For example, within areas
2 and 3, colony delineations differed between 2001 and 2016, suggesting that new colonies
were reintroduced after a control treatment eradicated established colonies. This phenomenon
is common in the parts of R. flavipes’ native range where colony density is high—
recolonization via natural dispersal may occur following successful colony eradication (Vargo
2003a; Parman and Vargo 2010; Vargo and Parman 2012). However, such recolonization
events should be unlikely in our study areas because species dispersal dynamics are modified
by the presence of urban infrastructure ; indeed, long-distance, human-mediated dispersal
(1.e., between study areas) 1s major force (Dronnet ef al. 2005; Perdereau ef al. 2010a; Arango
et al. 2015; Perdereau ef al. 2015). It is therefore unlikely that a new colony was introduced
by accident at the exact same location twice. In area 2, which has never been the target of pest
control efforts, there were differences in allelic richness and gene diversity between 2001 and
2016. Genotypic frequencies could have shifted as a result of IBD combined with budding
dispersal and mbreeding. In area 3, we observed a significant difference between the two
colonies belonging to gray cluster over the time (Fig. 2). Since there were no significant

differences in genetic diversity, clustering could have resulted from the haplotype difference
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between the sampling points of area 3. Thus, the colony identified in 2016 within the gray
cluster (Fig. 2, Area 3, blue triangles) was new and did not represent part of a nearby
infestation (Fig. 2, Area 3, red circles). The six remaining colonies that genetically differed
between 2001 and 2016 could have resulted from a failure to resample the exact same colony
entities (1.e., Fig. 2, Area 1, gray cluster) and/or the sampling of new colonies in 2016 (i.e.,
Fig. 2, Area 4, differently shaded gray clusters).

In accordance with our expectations, five of the eight colonies identified in 2001 did not
significantly differ genetically from the colonies identified in 2016 (Table 1). However, this
finding does not mean that those colonies persisted over time; the low genetic diversity of this
population increases the probability of seeing similar genetic patterns by chance alone.
Furthermore, five new colonies were identified in a neighboring area in 2016 (e.g., A4C2,
A4C3, and A4C4 1n area 4; Fig. 2), and the GENEPOP approach grouped the sampling points
with the five undifferentiated colonies (e.g., areas 1 and 4; Fig. 2), suggesting that the old and
new colonies may be derived from a prior infestation. Indeed, the abundance of neotenics
suggests budding dispersal helped enlarge the colony and its foraging territories (Dronnet ef
al. 2005; Perdereau et al. 2015). However, because overall allelic richness was low in both
2001 and 2016, we cannot exclude the possibility that a new colony arrived from another part
of Paris. Indeed, long-distance, human-mediated dispersal makes it more complicated to
differentiate among sampling points if there are already no significant differences in allelic
richness and gene diversity. Currently, just 2 distinct haplotypes have been highlighted in
Paris, out of the 11 identified in France thus far (Perdereau er al. 2013a). Two scenarios may
explain this observation: 1) few introductions occurred in Paris that were followed by a wave
of secondary introductions, which dispersed propagules throughout the city or 2) several
mtroductions occurred in Paris, but they came from the same population in France. These
dispersal dynamics contrast greatly with those observed in forest habitat in the species’ native
range, where colonies are large, open, and expansive, contain numerous neotenics, and
essentially form a continuous network of nests (Dronnet et al. 2005; Perdereau et al. 2010a;
Perdereau ef al. 2015).

Given these traits and the GENELAND results, there is a clear need to refine the term
“colony” for this species. In the subterranean termites, sampling points are considered to
represent the same “colony” when the termites present do not display genetic differentiation
(Dronnet et al. 2005; Aluko and Husseneder 2007; Husseneder ef al. 2007; Perdereau et al.
2010a; Vargo and Parman 2012; Vargo ef al. 2013; Perdereau ef al. 2015). As seen in Dronnet
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et al. 2005, some sampling points can be grouped even though they are not physically
connected. We observed this same phenomenon in area 3, sampling points were grouped
together (Fig. 2, white cluster) although they seemed geographically distant (separated by
1,492.78 m) but connected by foraging tunnels, especially in the complex urban environment.
This particular structure has been seen in what are called “supercolonies” (unicolonial
entities), notably in the termite species R. urbis in the city of Domeéne (Leniaud ef al. 2009).
However, the term supercolony does not seem appropriate to apply here since the definition is
based on the presence of an IBD pattern suggestive of a network of reproductive centers and
thus several budding nests. The term “colonial entity” may more accurately describe R.
Sflavipes® colony structure in its introduced range, by referring to the genetic structure
associated with the termite’s spatially structured infestation.

Reticulitermes flavipes colony breeding structure varies in its native range, and the number
of reproductives per colony can range from 10 to 100 (Perdereau ef al. 2015). As observed in
previous studies of R. flavipes 1n its introduced range, we found no simple-family colonies
(Dronnet ef al. 2005; Dronnet ef al. 2006; Perdereau ef al. 2010a; Perdereau ef al. 2015). Two
of the four colonies primarily identified as non-differentiated colonial entities were extended-
family and the two others were identified as mixed-family in the 2001 samples and all
colonial entities remained extended and mixed-family in the 2016 samples (i.e. AIC3 — 2001
and A1C — 2016 Table 2). One of the colonies in area 3 that seemingly persisted over time
(A3C2, Table 2 and Fig. 2) appeared to shift in structure, going from a mixed-family in 2001
to an extended family in 2016. It is important to point out that mixed-family colonies are
distinguished from extended-family colonies based on allele number. Since the number of
alleles per locus in R. flavipes populations is low (this study; Dronnet ez al. 2005; Dronnet et
al. 2006; Perdereau er al. 2010a; Perdereau ef al. 2015), our ability to differentiate between
mixed-family colonies and extended-family colonies is limited, and we cannot completely
exclude the possibility that some colonies actually had a mixed-family structure. Indeed,
Perdereau et al (2010a) suggested that, in French subterranean termite populations, the
proportion of mixed-family colonies, and thus colony fusion events, is largely underestimated
because of their low genetic diversity. In this study, there were high percentages of mixed-
and extended-family colonies (38.9% and 61.1%, respectively) and inferred a large number of
neotenics (>100), which suggest colonies make an extensive network of connected, related

nests. This finding helps confirm that, in the termite’s introduced range, these particular
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breeding systems dominate in urban habitat and natural habitat alike (Dronnet er al. 2005;
Perdereau ef al. 2010a; Perdereau er al. 2015).

Similar characteristics have been seen in the R. flavipes population of New Orleans,
Louisiana, which is assumed to be the source population. They may reflect an adaptation to
anthropogenic environments, providing subterranean termites with a new means of spreading
within urban habitats (Perdereau er al. 2015). They also have important implications for
control efforts. If cities are infested by large, extended colonies, the current practice of
treating small areas will be insufficient. Indeed, a colony may persist thanks to its multiple,
neighboring nests and can then recolonized the treated area by budding. The factors driving
the high degree of neotenic differentiation are still unknown; however, it could be favored by
colony disturbance, which could isolate small groups of termites and facilitate long-distance
dispersal. Although previous studies in Paris aimed to develop reliable eradication techniques
(Lohou ef al. 1997), their efforts have clearly been unsuccessful because we discovered that
genetically undifferentiated colonies persisted over fifteen years in certain parts of the city.
This finding underscores the need to come up with innovative pest control strategies and/or
products that account for the biology of this invasive species. Because of the unpredictability
of anthropogenic activity, it is hard to anticipate the outcomes of invasions in urban areas.
Steps are being made in the right direction. Recently, a mathematical model was developed
that simulates the spread of an invasive termite in an urban environment (Tonini e al. 2013).
The study focused on Nasutitermes corniger, an arboreal termite species that is invasive in
North America. The authors proposed that the model could be extended to any invasive
termite species with the important caveat that parameters would need to be adjusted to reflect
species biology. The results of this study have served to clarify colony dynamics in urban
habitats for an invasive population of R. flavipes. They could therefore help parameterize a
version of the Tonini ef al. (2013) model for use with this species. However, we should first
study the environmental variables that could explain the termite’s distribution and favor its

spread.
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Table S1 Fifteen microsatellite loci (Vargo ef al. 2000; Dronnet ef al. 2004; DeHeer ef al. 2005) for which optimal
multiplex PCR procedures have been developed; they occur in three groups. The associated primers were labeled with

one of four fluorescent dyes: 6-FAM, NED, VIC, or PET. In this study, only multiplex groups 1 and 2 were used.

Loci Dye Primer Quantity (pmol) Annealing Temperature (°C) Multiplex group
Rf11-1 6-FAM 8
Rf6-1 VIC 6
RSI VIC 5 55 1
Rf21-1 NED 4
RS43 PET 4
Rf24-2 6-FAM 6
RS76 VIC 2.5
Rf15-2 NED 5 55 2
RSI15 NED 5
Rf1-3 PET 14
RS78 6-FAM 5
RS85 6-FAM 10
RS68 VIC 5 58 3
RS10 NED 2.5
Rf5-10 PET 10




Table S2 Genetic diversity of R. flavipes colonies in the four study areas for the two sampling periods. Seven hundred
workers were genotyped at nine microsatellite loci. The number of alleles (Na), allelic richness (Rs), observed

heterozygosity (Ho), and gene diversity (Hs) were calculated using FSTAT.

2001 2016

Locus Na Rs Ho Hs Na Rs Ho Hs

Rfl1-1 3 2.766 0.457 0.521 3 2.628 0.466 0.496
Rf6-1 7 4.814 0.616 0.590 9 4.933 0.518 0.516
RS1 5 4.194 0.598 0.633 5 4.195 0.563 0.586
Rf21-1 12 4.802 0.451 0.611 8 4.102 0.306 0.545
RS43 3 2.028 0.382 0.352 2 2.000 0.313 0.360
Rs76 4 2.819 0.478 0.465 3 2.560 0.387 0.416
Rf15-2 4 2.815 0.440 0.460 3 2.459 0.437 0.404
Rsl1s 4 3.872 0.591 0.594 4 3.900 0.602 0.577
Rfl1-3 4 2.569 0.366 0.387 4 2.376 0.305 0.339
Overall 5.111 2.759% 0.480 0.507 4.556 2.562* 0.445 0.474

The asterisks indicate significant differences between sampling periods.
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Table S3 Comparison of genetic diversity in R. flavipes colonies found in two of the study areas. Workers were genotyped at nine microsatellite loci. In Area 2, cluster 1 and
cluster 2 are the white and gray clusters, respectively (Fig. 2). In Area 3, cluster 1 is the gray cluster (Fig. 2). The variable n refers to number of sampling points grouped into
each colony; the number of alleles (Na), allelic richness (Rs), and gene diversity (Hs) were calculated using FSTAT. To determine whether colonies had reinfested the same

area, randomization tests were run in FSTAT (1,000 permutations, two-tailed tests).

Area 2 Area 3
Cluster 1 - 2001 (n=1) Cluster 2 - 2016 (n=6) Cluster 1 - 2001 (n=3) Cluster 1 - 2016 (n=3)

Locus Na Rs Hs Na Rs Hs Na Rs Hs Na Rs Hs
Rfl11-1 3 3 0.550 2 2 0.487 3 3 0.557 3 3 0.506
Rf6-1 3 3 0.567 4 3.90 0.644 3 3 0.564 3 3 0.540

RS1 4 4 0.750 4 4 0.648 4 4 0.591 4 4 0.549
Rf21-1 4 4 0.600 3 2.90 0.400 4 4 0.684 3 3 0.520
RS43 2 2 0.344 2 2 0.280 2 2 0.440 2 2 0.506
Rs76 2 2 0.444 2 2 0.159 2 2 0.493 2 2 0.508
Rf15-2 2 2 0.500 2 2 0.227 2 2 0.506 2 2 0.493
Rsl5 4 4 0.683 2 2 0.359 4 4 0.722 4 4 0.701
Rf1-3 2 2 0.478 2 2 0.293 2 2 0.478 2 2 0.209
Overall 2.889 2.076* 0.383* 2.556 2.447% 0.535% 2.889 2.677 0.541 2.778 2.573 0.501

Asterisks indicate significant differences between colonies within the same area.






Etude 2 : Distribution spatiale et génétique

d’un termite américain a Paris.
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Synthese de 1’article 2

Contexte et objectifs

La production de néoténiques et la propension des colonies a fusionner sont des traits qui
favoriseraient I’invasion des termites, en particulier parce qu’ils permettent la dispersion via
les activités humaines et augmentent le succes de fondation de nouvelles colonies (Perdereau
et al. 2015). 11 est intéressant de noter que les colonies de la population source louisianaise
possedent également ces traits suggérant une préadaptation pour envahir de nouveaux
environnements. Dans son aire native, R. flavipes vit habituellement dans les foréts, mais il se
retrouve trés fréquemment dans les habitations en pan de bois. De plus, le systeme de
reproduction complexe de ces termites semble leur conférer la capacité de coloniser les aires
urbaines et la ville semble étre un refuge idéal pour supporter les températures des mois les
plus froids, en partie grace aux effets d’ilot de chaleur urbain (Botch et Houseman 2016). En
France, cefte espece est majoritairement retrouvée dans les villes et Paris ne fait pas

exception.

L’objectif principal de cette étude est d’identifier les variables de I’environnement urbain
qui favorisent ou qui restreignent I’installation et la propagation de R. flavipes a Paris. En
raison de sa diversité d’habitat et de son haut niveau d’infestation, Paris représente un site
d’étude idéal pour évaluer ’effet des variables environnementales sur la distribution et la
structuration des populations de termites. Tout d'abord, en utilisant les enregistrements
d'infestation collectés par la ville de Paris, nous avons caractérisé la distribution de R.
flavipes dans Paris et examiné les variables de I’environnement urbains qui pouvaient y
étre associées. Ensuite, en utilisant les termites que nous avons collectés dans les zones
infestées, nous avons analysé la structure génétique de la population et les modes de
reproduction des colonies. Cette approche moléculaire nous a permis de délimiter
spatialement les colonies et d'identifier les liens entre les infestations. Enfin, en utilisant une
approche de génétique du paysage, nous avons étudié la relation entre la structure
génétique de la population et les variables environnementales expliquant la distribution
des infestations. Ceci nous a permis de mettre en évidence les voies de colonisation

potentielles utilisées par les colonies pour s’étendre en ville.
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Méthodes

Pour mener a bien cette étude, parmi les 2106 points d’indice relatifs a la présence de
termites recenses par la Mairie de Paris depuis 2000, nous avons récolté 20 ouvriers vivants
pour 66 points de collecte. Une fois leur ADN extrait, ils ont été¢ génotypé sur les 9 marqueurs
microsatellites décrits précédemment (Etude 1 p 83). Nous avons déterminé la structure
génétique de la population parisienne et de ses colonies en utilisant une approche bayésienne
implémentée sous GENELAND (Guillot er al. 2005a). Du fait de la similarité¢ génétique entre
les individus collectés sur un méme site d’échantillonnage, nous avons réalisé 20 jeux de
données indépendants pour I’analyse de structure génétique de la population. Dans chacun de
ces jeux de données, un individu a été choisi aléatoirement pour chaque point parmi la totalité
des 66 points de collecte, ceci afin d’estimer le nombre de clusters génétiques le plus
vraisemblable (K) composant la population parisienne. Au sein de chacun des clusters
1dentifiés, nous avons réalisé ensuite la méme analyse, mais en utilisant cette fois I’ensemble
des individus pour chaque point de collecte afin de définir les limites des colonies de chacun

des groupes.

Pour identifier les variables de I’environnement pouvant expliquer la présence de termites,
nous avons réalisé un échantillonnage aléatoire de 60 aires circulaires de 150 metres de rayon,
comprenant 30 aires ou la présence de termites a été observée et 30 aires ou la présence de
termites n’a jamais été relevée auparavant (Article 2, Fig. 1). Dans chacune de ces aires, nous
avons collecté les six variables suivantes : (1) la proportion de surface occupée par du bati, (2)
I’age relatif moyen du bati, (3) la densité d’arbres, (4) la proportion de surface occupée par un
couvert végétal (canopée des arbres et buissons), (5) la proportion de surface occupée par un
espace vert (parcs et jardins) et (6) la température relative au sol moyenne (hiver 2012). Nous
avons ensuite comparé les valeurs de ces variables entre les aires infestées et les aires non
infestées par les termites. Nous avons également testé la variable voie ferrée comme facteur
d’introduction en milieu urbain. En effet, ce facteur avait déja été identifié comme pouvant
jouer un role dans la distribution de cette espéce en région Centre-Val de Loire (Andrieu ef al.
2017). Pour cela, nous avons réalisé une analyse comparative en utilisant la loi rang-taille (ou
la lo1 de Zipf, Pumain 2012) qui permet d’identifier le sous-échantillonnage a partir duquel la
corrélation entre la distance a la voie ferrée des points infestés et le rang de cette distance est
maximale, et ainsi identifier la proportion de la distribution des 2106 indices de présence de

termites qui est corrélée a la présence de la voie ferrée.
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Enfin, une fois les variables de I’environnement relatives a la présence de termites
identifiées, nous avons étudié la relation entre ces variables et la structure génétique des
infestations. Nous avons réalisé ceci a I’échelle de la ville et de 4 zones fortement infestées ou
I’échantillonnage était suffisamment dense pour identifier une réponse statistique pertinente.
Pour chacune de ces zones, nous avons réalisé des cartes de colits pour chacune des variables
d’intéréts identifiées précédemment, ainsi que la variable route comme barricre a la
dispersion. Un colit minimum a été attribué aux pixels de ces cartes qui correspondent aux
items des variables favorables et un cotit maximum pour les pixels restants. Une fois ces
cartes réalisées, a I’aide de la fonction landgenereport du package GenPopReport (Wasserman
et al. 2010), nous avons testé si la structure génétique des infestations pouvait étre expliquée
par la structure du paysage propre aux 4 zones d’étude. Le cas échéant, si la corrélation entre
la voie ferrée et la distribution des infestations se révélait étre significative, nous avons alors
testé, en survant la méme méthode, 1’effet de cette variable sur la structure globale de la

population parisienne.

Résultats / Discussion

A Paide des 2106 indices relatifs a la présence de termites, nous avons pu identifier, via
une analyse du plus proche voisin (Ebdon 1985), que la distribution des infestations de
termites était agrégee, traduisant une autocorrélation spatiale des infestations. Les analyses de
structure génétique ont révélé qu’il existait 4 populations de termites dans Paris (Article 2,
Fig. 2) au sein desquelles on a pu délimiter 28 colonies distinctes (Tables 2). Ces colonies
possedent toutes un trés grand nombre de reproducteurs néoténiques, dont certains (103
individus) ont pu étre identifiés dans un parc du XVII*™ arrondissement (Figure 17). De ces
28 colonies, 75% ont été identifiees comme des familles étendues et 25% comme des familles
mixtes ce qui conforte les résultats obtenus lors de I’étude précédente (Etude 1 p 83). Cette
structure particuliere et la présence de néoténiques expliquent probablement la distribution
agrégée des infestations. La dispersion par bouturage traduit bien 1’autocorrélation spatiale

observeée précédemment.
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Figure 17 : Photographie d’une partie des 103 néoténiques brachyptéres collectés dans une souche du parc E.

Gouin dans le XVII*= arrondissement de Paris et dont 10 d’entre eux étaient des males. Dans les cercles rouge

un néoténique brachyptére et dans le cercle bleu un ouvrier.

Nos analyses ont révélé que les variables associ€es aux batis sont celles qui expliquent le
mieux la présence de termites. En effet, la densité et les batis construits aprés 1968 semblent
étre des facteurs plus favorables a I’observation d’infestation de termites. Il semble surprenant
que les batis plus récents soient plus touchés du fait qu’a partir de cette période, les
constructeurs ont largement utilisé le béton et I’acier dans la construction. Cependant, ces
batis ont été construits sur des sites probablement infestés auparavant et leur construction
relativement récente aurait peut-étre favorisée leur propagation. Bien que les variables
environnementales puissent jouer un role dans la structuration génétique des infestations,
comme observé dans I’aire 3, ce résultat n’est pas observé pour I’ensemble des aires d’étude.
Cependant, les processus qui en découlent sont sous-jacents a une dispersion par bouturage et
a la différenciation de reproducteurs néoténiques permettant ainsi la propagation des
infestations d’un batiment a 1’autre dans le paysage urbain. A 1’échelle de la ville, la
distribution des infestations semble étre expliquée, pour 33% des infestations, par la proximité

de la voie ferrée. Plusieurs fois, la relation a cette variable a été évoquée comme participant a
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la dissémination des termites en France (Andrieu er al. 2017) mais c’est la premiere fois,
grace a nos analyses de génétique du paysage, que nous mettons en avant un effet de cette

variable sur la structuration génétique des infestations en ville (Fig. 2).

Cette 2°™ étude a mis en avant deux facteurs majeurs pouvant expliquer la
distribution et la propagation des infestations de R. flavipes a Paris: (1) la structure
complexe des colonies observée, a savoir I’observation de familles étendues et mixtes
possédant toutes un grand nombre de néoténiques, et (2) la combinaison spécifique des
variables de I’environnement parisien. Plus spécifiquement, nous avons découvert le role
important joué par la densité de surface de bati et de son age relatif ainsi que celui du réseau

ferroviaire dans la structuration de la population de termites.

122



Article 2 : Spatial and genetic distribution of an American termite
across the landscape of Paris
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Abstract

Urbanization often negatively impacts biological diversity. Some organisms, however, have
traits that are preadapted to urban environments and may thus thrive. Reticulitermes flavipes
1s one such organism. It is originally from the US that has been introduced into multiple
countries. In France, R. flavipes causes major damage to buildings. Although Paris is one of
the country’s most infested cities, the factors determining R. flavipes’ distribution and
propagation are poorly understood. Using data on termite occurrence, termite genetics, and
environmental variables, our study aims to identify factors that explain the distribution and
spread of R. flavipes within Paris. First, we explored the association between several
environmental variables and the termite’s distribution pattern in Paris; since 2000, a total of
2,106 infestations have been recorded. Second, we inferred termite population and colony
genetic structure at 66 sample locations using 9 microsatellite loci. Third, we used least-cost
models and partial Mantel tests to study the effects of environmental variables on the
termite’s population genetic structure.

Our analyses revealed that buildings-related variables were significantly associated with
termite infestations and could thus help explain the termite’s spatial distribution pattern.
Furthermore, railway networks also explain termite propagation and genetic patterns.
Additionally, we found that the termite’s spread is likely driven by budding dispersal, which
may be constrained by buildings and roads. Even if budding dispersal could facilitate R.
Sflavipes® spread in urban areas, it cannot explain the termite’s distribution in Paris all on its

own. Indeed, termite propagation seems to be significantly driven by anthropogenic activities.

Keywords: urban pest, landscape genetics, human-mediated dispersal.
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Introduction

Urban environments are mosaics of interconnected contrasting habitats, which include
buildings, parks, and paved surfaces. Abiotic conditions are considerably altered with respect
to natural areas and are affected by anthropogenic activities. These effects are especially
dramatic in large cities: the climate i1s warmer and drier, nutrient levels are higher, wind
patterns are changed, and impervious surfaces are highly prevalent (Sukopp 2008). Most
animal and plant species struggle in such urban environments and thus respond negatively to
urbanization (McKinney 2008). Others, however, display phenotypic plasticity and/or pre-
adapted traits, which allow them to thrive in disturbed and anthropogenic environments
(McKinney 2006; McDonnell and Hahs 2015). Consequently, invasive species are
particularly apt at establishing themselves and spreading within urban areas (Vitousek et al.
1997), and humans have introduced a very large number of species in highly anthropized

environments such as cities (Williams ef al. 2015).

Social insects, some of the world’s most successful invaders, are among those whose
mtroduction and spread has been favored by conditions in large cities (Ascune ef al. 2001).
Furthermore, their success has been largely attributed to their complex and flexible social
organization, which may reduce the costs of dispersal and could increase the probability of
foundation success in new areas (Moller 1996; Holway ef al. 2002; Korb and Hartfelder 2008;
Rust and Su 2012; Hanna er a/. 2013). In temperate habitats, subterranean termites of the
genera Coptotermes and Reticulitermes (Rhinotermitidae) are extremely common and
frequently infest anthropogenic structures (Su and Scheffrahn 1990; Evans ef al. 2013;
Buczkowski and Bertelsmeier 2017). Many studies have examined these termites’ spatial
foraging dynamics and colony breeding patterns, yielding fundamental knowledge on social
organization systems and means of improving control strategies (Vargo efr al. 2003; Vargo
2003a; DeHeer et al. 2005; Husseneder er al. 2005; Vargo and Carlson 2006; Aluko and
Husseneder 2007; Husseneder et al. 2008; Nobre er al. 2008; Husseneder ef al. 2012). The
results have revealed the existence of significant intra- and interspecific variation in social
organization, breeding systems, and dispersal modes, which are factors that underlie the

complexity of colony make-up.

To briefly summarize colony structure, subterranean termite colonies comprise several
reproductive and non-reproductive castes; they can also display varying structure. New
colonies are typically founded by a pair of primary reproductives (i.e., winged adults) that

have mated during a swarming event. When a colony consists of just the royal couple and
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their sterile offspring, it is called a simple family. Over time, after the death of one or both
primary reproductives, secondary reproductives develops; they are called neotenics (non-
winged reproductives) and interbreed among themselves (Buchli 1958). When a colony 1is
headed by primary reproductives and neotenics or just neotenics alone, it is called an extended
family (Thorne ef al. 1999). Once colonies have become extended families, they can employ
an alternative method of colony foundation: budding. Budding dispersal occur when a group
splits off from the main colony and establishes an independent daughter colony, thanks to the
presence of neotenics. In some cases, mature colonies fuse into a single social unit, which 1s

called a mixed family (DeHeer and Vargo 2004; Perdereau ef al. 2010a).

The subterranean termite Reticulitermes flavipes Kollar is a major urban pest in both its
native range and its introduced range (Evans ef al. 2013). In the United States, its place of
origin, it can be found from Texas to Iowa to Massachusetts (Vargo and Husseneder 2009;
Perdereau ef al. 2013a). It has been unintentionally introduced into other countries in the
Americas (i.e., Chile and Canada) and in Europe (i.e., France, Germany, and Italy). A recent
study contributed to our understanding of R. flavipes’ origins by revealing that French
populations of the termite (formerly known as R. santonensis) most likely came from
Louisiana (Perdereau er al. 2013a). In most native populations, the majority of colonies are
simple families and do not contain neotenics ; in contrast, in invasive populations in France
and Chile, colonies are either extended or mixed families and systematically contain dozens to
hundreds of neotenics (Dronnet ez al. 2005; Perdereau ef al. 2010a, 2015). The production of
neotenics and the propensity of colonies to fuse are both traits that are thought to enhance
termite invasiveness, particularly because they may favor human-mediated dispersal and
increase colony foundation (Perdereau ef al. 2015). Interestingly, colonies in the presumed
source population display the same breeding structure as do colonies in introduced
populations in France and Chile, suggesting termites in the source population were pre-

adapted to become successful invaders.

In its native range, R. flavipes usually lives in forests but is also encountered in
anthropogenic structures that have wooden frames. Additionally, the termite’s complex
breeding system seems to enhance its ability to colonize urban areas, because the higher
temperatures experienced in cities favor R. flavipes colony persistence during the colder
months of the year (Botch and Houseman 2016). In France, R. flavipes has mostly been found
in anthropogenic structures, although it also occurs in certain pine forests along the Atlantic

coast, which is where it is thought to have been introduced (as a result of lumber shipments
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between North America and Europe; Bagneres ef al. 1990; Clément ef al. 2001; Perdereau et
al. 2013a). From the Saintonge region (i.e., near La Rochelle), its distribution extends
southwards to Bordeaux and Marseille as well as northwards to Rouen. Paris has not been

spared from R. flavipes’ invasion and is one of the most infested cities in France and Europe.

The main objective of our study was to identify the environmental variables that favor or
constrain the occurrence and spread of the termite species R. flavipes in the city of Paris. To
this end, we analyzed urban environmental variables that could help explain the spatial
distribution of the genetic clusters that characterize the termite population. Because of its
habitat diversity and high infestation level, Paris represents an ideal study location for
evaluating the impact of urban environments on termite populations. Moreover, local
authorities have been monitoring termite infestations since 2000 and have thus identified
infested areas. First, using these infestation records, we mapped out R. flavipes’ distribution in
Paris and examined its association with several environmental variables. Second, using
termites we collected, we analyzed microsatellite markers to assess population genetic
structure and colony breeding patterns. This molecular approach allowed us to spatially
delineate colonies and to infer links between infestation events. Finally, using a landscape-
level approach, we looked at the relationship between population genetic structure and the
environmental variables found to be significant in the previous analysis, allowing us to
highlight potential colonization routes utilized by colonies. This study contributes to our

understanding of how colonies spread into new areas.
Methods
Sampling

Since 2000, a total of 2,106 termite infestations have been recorded in Paris. These data come
from declarations made by private citizens, previous research projects (Dronnet ef al. 2004;
Dronnet er al. 2005; Dronnet er al. 2006), and monitoring efforts by the municipal
government. Observations coming from private citizens were mapped using both the street
address of the infested property and the address’ spatial index position, which was supplied by
the public agency APUR (Atelier Parisien d’URbanisme). Observations coming from research
projects and municipal investigations had been localized using a GPS unit. We complied all
the observations in a geographical information system (GIS) shapefile; a coordinate system
using a Lambert conformal conic projection (i.e., Lambert 93) (Fig. 1). Among the 2,106
recorded infestations, at 66 locations recorded between 2014 and 2016, we collected 10-20
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foraging termite workers from buildings or trees (e.g., from mud tubes or wood fragments)
and placed them in pure ethanol until their DNA could be extracted. Of these sampling points
(Fig. 2), 33 were described in Baudouin et al. (2017).
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Fig. 1 Sample locations of Reticulitermes flavipes in Paris, showing infestation observations and plots of
recorded environmental variables. Black crosses are observation measures of termite infestations. Circles are
environmental variables collecting areas. red and empty ones are randomly areas taken in termite infestation
areas, green and hatched ones are randomly areas taken in termite-free areas. Blue features are water body. This

figure was created with ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI Inc.).

Genetic data

DNA was extracted from whole termites using the Wizard® Genomic Purification Kit
(Promega) in accordance with the manufacturer’s instructions. The samples were genotyped
using nine multiplexed microsatellite loci (Rf1-3, Rf6-1, Rf11-1, Rf15-2, RS15, Rf21-1, RS76,
RS43, and RSI) previously described by Baudouin ef a/. (2017). PCR amplifications were
performed at Genoscreen (http://www.genoscreen.fr) (Lille, France). Genotyping of the

microsatellite alleles was then performed using Geneious [v. 9.4] (Biomatters).
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Infestation distribution pattern

We analyzed the basic spatial distribution of the infestations using ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI
Inc.). We employed the average nearest neighbor tool (Ebdon 1985) to determine if
infestations were randomly distributed, aggregated, or dispersed. This method computes the
average distance between each infestation point and its nearest neighbor and then compares
this distance with the expected average distance if the points were randomly distributed. The
result 1s a nearest neighbor index, which is less than one if the distribution is aggregated or
more than one if it 1s dispersed. Consequently, we were able to determine whether there was

spatial autocorrelation in the infestation distribution pattern.
Urban environmental variables

Our first step was to identify urban environmental variables that could help explain the
distribution of termite infestations. We started by randomly placing circular plots on the map
of the study area; these plots had a 150-m radius, which corresponds to the mean dispersal
distance of alates and neotenics (Suppo ef al. in press; Su ef al. 1993; Paulmier ef al. 1997;
Vargo and Carlson 2006; Perdereau er al. 2011). We then retained a set of 30 plots that
contained infestation points (hereafter, infested plots) and a set of 30 plots that contained no
infestation points (hereafter, uninfested plots) (Fig. 1). Using ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI Inc.),
we extracted from each plot information on six urban environmental variables that could favor
termite presence according to the literature. The first was the proportion of surface area
covered by buildings (hereafter, building surface area; Andrieu ef al. 2017; Ewart et al. 2017).
The second was relative building age: we expected that older buildings, constructed with
wooden beams, would provide more suitable habitat than newer buildings, constructed with
metal girders. Buildings were assigned to one of eleven categorical values based on when they
were built: (1) before 1800; (2) between 1801 and 1850; (3) between 1851 and 1914; (4)
between 1915 and 1939; (5) between 1940 and 1967; (6) between 1968 and 1975; (7) between
1976 and 1981; (8) between 1982 and 1989; (9) between 1990 and 1999; (10) between 2000
and 2007; and (11) after 2008. The third was tree density because, even if termites generally
do not attack living trees, they can consume their bark and roots. The fourth was the
proportion of surface area under green cover (hereafter, vegetation cover), which was mostly
provided by bushes and tree canopies. The fifth was the proportion of surface area covered by
green spaces such as parks and gardens (hereafter, green surface area); flowerbeds covered by
wood chips were included since they may serve as a point source for building infestations.

The sixth was relative winter temperature, since temperatures during the colder parts of the
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year may shape termite distributions (Vargo ef al. 2013; Andrieu et al. 2017). Relative winter
temperature values were characterized using a color-coded index (red, green, and blue)
applied to a raster map of thermographic measurements taken in Paris in 2012; temperatures
ranged from -5°C (index value of 53.67) to 9°C (index value of 121). All values for these
variables came from raster maps and shapefiles (updated in 2015) provided by the APUR and
the IGN (Institut National de I'Information Géographique et Forestiere). We compared
variable values for infested and uninfested plots using a Kruskal-Wallis test implemented in R

with the stats package [v. 3.3.1] (Hollander and Wolfe 1973).

Our second step was to analyze an additional urban variable of potential importance: the
railway network (APUR shapefile of existing, used, or unused rail lines; updated in 2015).
While railways are not necessarily useful in explaining termite presence, they can help
explain termite propagation (Andrieu ef al. 2017; Suppo er al. in press). First, we calculated
the distance between each observed infestation point and the nearest set of railway tracks. We
then determined how well the resulting distribution of distances followed the rank-size rule, a
form of Zipf’s law (Pumain 2012) ; a good fit would be expected if railway tracks help
explain the presence of infestations. Second, we generated 5 sets of 2,106 random points
(corresponding to the number of observed termite infestations) that occurred within the study
area using the create random points tool in ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI Inc.). Then, we
compared the degree of fit of the observed distances versus the simulated distances using a
linear model implemented with the stats package in R [v. 3.3.1] (Wilkinson and Rogers 1973;
Chambers 1992). We wanted to identify the maximum distance at which the correlation
between railway tracks and the presence of infestation was greatest and thus determine the

subpattern explained by the railway network.
Population and colony genetic structures

To perform the analyses described below, we used a Bayesian clustering algorithm,
GENELAND [v. 4.0.4.] (Guillot ef al. 2005b). It allowed us to infer termite population genetic
structure and to assign our sampling points to clusters based on multilocus genotype data and
spatial coordinates. As termites occurring at a given location can be highly genetically similar,
we randomly chose one individual per sampling point to use in these analyses to avoid
potential problems arising from the non-independence of genotypes. The data for these
individuals were combined to construct a data set. Each sampling point was resampled 20
times to generate 20 replicated data sets. We varied the number of clusters (K) from 1 to 30

across 10 independent runs to infer the most likely value of K for each data set. For the
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Markov Chain Monte Carlo (MCMC) function, we used 1,000,000 iterations and a thinning
mterval of 100; we assumed correlated allele frequencies and activated the spatial model
options. We used the default settings for the other parameters. For each set of 20 data sets, we
estimated the value of K using the highest average posterior probability obtained over the 10
runs. Then, we estimated the number of clusters (i.e., subpopulations) within the population
and used the results from the run with the highest average posterior probability to determine
the posterior probability of subpopulation membership. Then, we determined the degree of
genetic differentiation calculating Fs7 values between all the pairs of inferred subpopulations
(as per Werr and Cockertham 1984) wusing FsTAT [v. 2.9.3] (Goudet 2001;
http://www2 unil.ch/izea/softwares/fstat html). The significance level for the Fsr was defined
using a nonparametric randomization test employing 1,000 permutations and the p value
threshold was adjusted with the Bonferroni correction. We also estimated the number of
colonies present in the study area by running analyses on each of the inferred subpopulations,
using all the individuals obtained at each sampling point. We used the same parameters as
previously. In certain cases, some sampling points were assigned to the same subcluster even
though they were too geographically distant (>1 km away) to be part of the same colony

(Baudouin er al. 2017); we thus treated them as distinct colonies.
Colony genetic diversity, and breeding structure

Within each colony, we tested for linkage disequilibrium using FSTAT [v. 2.9.3] (1000
permutations; Goudet 2001) and for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium using
GENELPOP on the Web (Raymond and Rousset 1995). First, the genetic diversity of the
colonies we had identified was characterized using the number of alleles per locus (Na),
allelic richness (Rs), observed heterozygosity (Ho), and gene diversity (Hs) (Nei 1987), which
were estimated using FSTAT [v. 2.9.3] (Goudet 2001). Second, we inferred colony breeding
structure by comparing the observed frequencies of alleles and genotypes to the standard
theoretical frequencies associated with the three family types (Vargo 2000; Bulmer er al.
2001; DeHeer and Vargo 2004; Vargo and Carlson 2006). Colonies were considered to be
simple families when worker genotype patterns were consistent with those expected for the
direct offspring of a single pair of reproductives. A G-test was used to determine whether the
observed frequencies fit with the frequencies expected under Mendelian segregation of alleles
from two parents (p < 0.05, with a combined Bonferroni correction applied across all loci).
Colonies were considered to extended families when there were no more than four alleles at

any locus and when worker genotype patterns were not consistent with those expected for the
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direct offspring of a single pair of reproductives. Colonies were considered to be mixed
families when more than four alleles were observed at one or more loci, a pattern that is
consistent with offspring being produced by more than two unrelated reproductives. Third, we
calculated colony-level F-statistics (Weir and Cockerham 1984) and the coefficient of
relatedness (r) (Queller and Goodnight 1989) using FSTAT [v. 2.9.3] (Goudet 2001) to
compare our results with those obtained using models simulating termite breeding structure

(Thorne et al. 1999; Bulmer ef al. 2001).

Effects of urban environmental variables on genetic structure

Using the results of the earlier analyses, we examined the relationship between environmental
variables and termite population genetic structure. We also tested the ability of roads to act as
barriers limiting gene flow between infestation points. We used data from four target areas in
which sampling points were concentrated and for which infestations had long been identified.
We employed a multi-model approach involving partial Mantel tests to analyze the
relationships between genetic differentiation (the pairwise Fsr values) and two geographical
distances: friction-map-based distances (i.e., least-cost path analysis) and Euclidian distances.
First, in each of the four target areas, we created friction maps using ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI
Inc.). On these maps, we attributed a low cost to the pixels with variable values that were
favorable to termite presence, which allowed us to compute least-cost paths (LCPs) between
sampling points (using the eight-neighbor rule; Devroye and Wagner 1982). For each area, we
created a friction map focused on each of the urban environmental variables we had found to
be significant in explaining termite distribution patterns. We attributed a cost of 10 out of 100
to each pixel associated with a significant variable value; if effects varied, a variable cost was
attributed. The area-specific friction maps had the following resolutions: Area 1—2100 x
1101 p, Area 2—2439 x 2439 p, Area 3—2101 x 2101 p, and Area 4—1800 x 1200 p. On the
maps focused on road networks (resolution: 298 x 250 p), road pixels were assigned the

maximum cost of 100; non-road pixels were assigned a cost of 10.

To examine the relationships between the urban environmental variables and population
genetic structure, we used partial Mantel tests to find the correlations between the pairwise
Fsrmatrix and each of the distance matrices (LCP and Euclidian) ; we employed the approach
of Wasserman er al. (2010), which was carried out using the landgenereport function in the
GenPopReport package [v. 3.0.0] in R (Gruber and Adamack 2015). Finally, at the city scale,
we created a friction map of the railway network, which allowed us to construct LCP and

Euclidian distance matrices to determine if the railway network helped explain termite
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Table 1 Summary table of extracted variable comparisons between random plots with termite records and
termite-free plots in Paris. Building surface % is the percentage of building surface within plots. Construction
period of buildings is the Building age which was sorted out in 11 classes as follow = 1: before 1800; 2: 1801-
1850; 3: 1851-1914; 4: 1915-1939; 5: 1940-1967; 6: 1968-1975; 7: 1976-1981; 8: 1982-1989; 9: 1990-1999; 10:
2000-2007; 11: after 2008. Tree density represents the number of trees per square kilometer within plots.
Vegetation cover % is the percentage of tree canopy projected on surface within plots. Green park surface % is
the percentage of park surface within plots. Temperature parameter is based on a scale representing color bands
(Red, Green. Blue) code for temperature raster during winter in 2012, ranging from 53.67 (-5°C) to 121 (9°C).

Values of each parameter to plot conditions (Mean +=SD) and range of value observed among plots.

Plots with termite record (30) Termite-free plots (30)
Parameters Mean + SD (min-max) Mean + SD (min-max) P value
Building surface % 43.99+8.88  (22.13-57.83) 34.83+13.96 (1.39-59.50) <0.008
g&m‘;ﬁo“ periodof 331086  (4.00-7.89) 550+144  (1.00-7.00)  <0.004
Tree density 1426+ 10.61  (0.99-50.83) 2229+1891 (0.00-89.35) NS
Vegetation cover % 11.35+6.45 (1.92-31.43) 16.82+12.02 (0.31-54.87) NS
Green park surface %  1.33+235 (0.00-7.67) 518+11.26 (0.00-58.13) NS
Temperature 108.0+5.13 (95-114) 108.5+447  (99-113) NS
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population genetics. A cost of 10 was attributed to railway pixels and a cost of 100 was
attributed to non-railway pixels. The correlations between matrices were then determined as

described above.
Results
Infestation distribution pattern

The value of the nearest neighbor index was 0.197. The corresponding Z-score was -70.496,
which is highly significant (» < 0.01). The mean observed distance between infestations was

20.22 meters. Infestation points were clustered and thus spatially autocorrelated (Fig. 1).
Urban environmental variables

Building surface area and relative building age (Table 1) significantly explained the
distribution of termite infestations in Paris. The railway network significantly explained
termite propagation within Paris. Building surface area was significantly greater in infested
plots than in uninfested plots (0.44 vs. 0.35, Kruskal-Wallis chi-squared = 7.24, df =1, p =
0.005), suggesting buildings promote termite infestations. Mean relative building age was
6.33 (£ 0.86) for infested plots, which indicated that such plots largely contained buildings
built between 1968 and 1975. On uninfested plots, mean relative building age was 5.50
(+ 1.44)—buildings constructed between 1940 and 1967 predominated (Kruskal-Wallis chi-
squared = 4.35, df = 1, p = 0.037; Table 1). However, it is important to note that 86.26% of
the buildings in Paris were built before 1967, and most were built between 1851 and 1914
(57,337 buildings) which strongly reinforced results obtained below. The other variables did
not significantly differ between infested and uninfested plots (Kruskal-Wallis tests, p > 0.05;
Table 1). The R? for the correlation between the rank-size rule and the distribution of
observed distances was 0.89; the maximum R? value of 0.99 was achieved by a subsample of
697 infestations located less than 96.05 meters from railway tracks. When these results were
compared with the results from the five randomly generated distance distributions, there was a
significant difference (adjusted R?: 0.996, df: 2094, p < 0.001). The railway network
explained 33.1% of the infestations that occurred within 96.05 meters of tracks, and this
pattern was not due to a random effect of railway density in the city. This finding suggests

that railways could be involved in the termite propagation within Paris.
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Population and colony genetic structures
Subpopulations

The termite population of Paris forms four genetic clusters (i.e., four delineated
subpopulations): Popl (7 sampling points), Pop2 (12 sampling points), Pop3 (15 sampling
points), and Pop4 (32 sampling points) (Fig. 2; Fsr estimates: Popl vs. Pop2 = 0.38, p <0.008
at a pre-correction threshold level of 5%; Popl vs. Pop3 = 0.33, p <0.008; Popl vs.
Pop4 =0.36, p <0.008; Pop2 vs. Pop3 = 0.15, p <0.008; Pop2 vs. Pop4 = 0.16, p <0.008;
Pop3 vs. Pop4 =0.13, p <0.008) (Fig. 2, Table 2).

Colonies

We 1dentified the colonies present within each of the four subpopulations (Popl to Pop4). In
Popl, the most likely value of K (i.e., subclusters) was 4, which meant there were four
presumed colonies: C1 (n=1 [assigned sampling points]), C2 (n=1), C3 (n=3), and C4 (n=2)
(Table 2). Given the geographical locations of the sampling points, it was reasonable to
assume that each subcluster was a colony within Popl. In Pop2, the most likely value of K
was 5, but the fifth subcluster was composed of two sampling points that were separated by
5.52 km; we therefore considered each point to be a colony. The colonies of Pop2 were
therefore named as follows: C5 (n=1), C6 (n=1), C7 (n=6), C8 (n=2), C9 (n=1; fifth
subcluster), and C10 (n=1; fifth subcluster) (Table 2). In Pop3, the most likely value of K was
3 and the colonies were named as follows: C11 (n=8), C12 (n=5), and C13 (n=2) (Table 2).
As in Popl, each subcluster represented a colony. In Pop4, the most likely value of K was 12.
However, in the fourth subcluster, one of the sampling points was actually located 5.65 km
from the other two; in the ninth subcluster, one sampling point was located 6.37 km from the
other two; and in the eleventh subcluster, one sampling point was located 7.02 km from the
other two. Thus, those distant points were treated as distinct colonies. The colonies of Pop4
were therefore named as follows: C14 (n=1), C15 (n=5), C16 (n=2), C17 (n=2; fourth
subcluster), C18 (n=1), C19 (n=1), C20 (n=2), C21 (n=4), C22 (n=2 ; ninth subcluster), C23
(n=2), C24 (n=3; eleventh subcluster), C25 (n=4), C26 (n=1; fourth subcluster), C27 (n=1 ;
ninth subcluster), and C28 (n=1; eleventh subcluster) (Table 2).
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Table 2 Genetic data for R. flavipes colonies identified in population in Paris. Microsatellite analyses: colonies
identified by GENELAND analyses were assigned a code number to each population (Clust. Assign.). For each
population (K) and subpopulation (C) (e.g. colony), the following information is provided: the number of termite
workers genotyped (n), the family structure, the mean number of alleles per locus (Na), the maximum number of
alleles (Max Na) and genotypes (Max Ng) per locus, and the number of loci with more than four alleles (N /oci
4+).

Pop(K) and subPop(C) n Family type loci+4 Namax NZmax Clust. Assign.

Popl
Cl 1 Extended 0 4 5 1
c2 1 Extended 0 4 9 2
C3 3 Mixed 1 5 10 3
Cc4 2 Extended 0 4 8 4

Pop2
C5 1 Extended 0 4 9 1
C6 1 Extended 0 3 6 2
c7 6 Extended 0 4 10 3
C8 2 Extended 0 3 5 4
C9 1 Extended 0 3 5
C10 1 Extended 0 4 5

Pop3
Cl1 8 Mixed 7 17 1
C12 5 Extended 0 4 10 2
C13 2 Mixed 5 9

Pop4
Cl4 1 Extended 0 4 8 1
C15 5 Extended 0 4 10 2
Cl6 2 Mixed 1 5 10 3
C17 2 Extended 0 4 9 4
C18 1 Mixed 2 5 8 5
C19 1 Extended 0 4 8 6
C20 2 Extended 0 4 8 7
C21 4 Mixed 1 5 9 8
c22 2 Extended 0 4 9 9
C23 2 Extended 0 4 8 10
C24 3 Extended 0 4 8 11
C25 4 Mixed 1 5 10 12
C26 1 Extended 0 4 9 4
c27 1 Extended 0 4 9
C28 1 Extended 0 4 11
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Fig. 2 Genetic sample locations of Reticulitermes flavipes in Paris, showing railroad network and designated

populations. Black lines with sticks are railroad features. Symbols of the same color belong to the same potential
genetic clusters from GENELAND analyses (K = 4), Popl in yellow (n=7). Pop2 in red (n=12). Pop3 in blue
(n=15) and Pop4 in green (n=32). This figure was created with ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI Inc.).

Colony genetic diversity, and breeding structure

All the microsatellite loci were polymorphic. The number of alleles per loci (Na) ranged from
3 to 12, and mean allelic richness (Rs) was 3.612. Observed heterozygosity (Ho) ranged from
0.294 to 0.556, and gene diversity (Hs) ranged from 0.326 to 0.564 (Table 3). Thirteen of the

28 colonies inferred in this analysis deviated from Hardy-Weinberg equilibrium (p < 0.05),

but no genotypic disequilibrium was observed at the microsatellite loci.
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Table 3 Genetic diversity of R. flavipes colonies in Paris. Seven hundred workers were genotyped at nine
microsatellite loci. The number of alleles (Na), allelic richness (RS), observed heterozygosity (Ho), and gene

diversity (HS) were calculated using FSTAT.

Locus Ho Hs Rs Na
Rfl1-1 0.503 0.509 2.826 3
Rf6-1 0.483 0.495 5.483 12
RSI1 0.548 0.564 4.355 6
Rf21-1 0.339 0.551 5.038 11
RS43 0.294 0.326 2.009 3
Rs76 0.336 0.376 2.934 6
Rf15-2 0.383 0.419 2.838 5
Rs15 0.556 0.546 3.988 5
Rf1-3 0.344 0.360 3.037 4
Overall 0.421 0.461 3.612 6.11

Based on their genotypes, none of the colonies were simple families. Indeed, most of the
colonies had more than four genotypes for at least one locus, with the exception of colony
C10, which had exactly four genotypes. In C10, however, the genotypic distribution did not
correspond to the expected Mendelian distribution (G-test: 29.6, df: 18, p <0.05; Table 2),
indicating that some or all of the workers sampled from this colony were the offspring of
mbreed reproduction (Ngma; Table 2). Of the 28 colonies, 21 (75%) were extended families
since they had no more than four alleles at any locus. The remaining seven (25%) were mixed
families since they had more than four alleles at one or more loci (Table 4). The F-statistics
and worker-relatedness coefficients for the colonies (Table 4) were consistent with those
expected for theoretical populations composed of colonies with hundreds of neotenics
(Thorne et al. 1999; Bulmer er al. 2001). In addition, in C11, 93 female and 10 male
brachypterous neotenics were collected (location: park in the 17® arrondissement of Paris),
lending support to the idea that neoteny represents a common mode of reproduction in the R.
Sflavipes population in Paris.

Table 4 F-statistics and worker-relatedness coefficient () for colonies in Paris. The values provided are the

means and standard errors. The variable » refers to the number of colonies identified.

Fir Fer Fic r
All(@=28)  0275(0.035) 0213 (:0.019) 0.078 (£0.044)  0.335 (:0.029)

Extended (n=21)  0.302 (20.040) 0.249 (20.023)  0.071 (£0.052)  0.383 (+0.034)
Mixed (1=7)  0.216 (£0.039)  0.136 (£0.028)  0.092 (£0.034)  0.224 (+0.041)
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Effects of urban environmental variables on genetic structure

For each of the four target areas, we created three friction maps—the first was focused on
building surface area, the second was focused on relative building age (building built before
1967 = cost of 10 out of 100 and building built after 1967 = cost of 40 out of 100), and the
third was focused on roads. In three of the four areas, local genetic structure was not
explained by urban environmental variables (Table 5; partial Mantel test, p > 0.05). However,
in Area 3, when LCP distances were used, building surface area and relative building age
favored termite gene flow, while roads impeded it (Fig. 3, Table 5). Therefore, at the local
scale, urban environmental variables could affect termite genetic structure. In contrast, at the
city scale, the railway network partially explained infestation patterns. When LCP distances
were used, the railway network significantly explained genetic differentiation among
sampling points (partial Mantel test; formula: Genetic distance matrix ~ LCP distance matrix |

Euclidian distance matrix, r = 0.20, p = 0.025).

Building cost model Built period cost model Road cost model

48,895

Langitude

48.894

48.892

2312 2,314 2316 2318 2320 2322 2312 2314 2316 2318 2.320 2322 2312 2314 2316 2318 2320 2.322

Latitude

Fig. 3 Friction map models and least cost path distances of the Area 3 where partial Mantel tests were significant
compared to Euclidian distances. Green to white scale is attribution to landscape feature costs. Yellow circles are
sampling point assigned to colony C11. blue circles are sampling points assigned to colony C12 and red circles
are sampling points assigned to colony C13. Colored lines represent the least cost path of each point paired-wise
distance within the friction map. Friction map A sets the lowest cost to building features (cost of 10, white),
friction map B sets lowest costs to buildings features built before 1967 (cost of 10, white) and buildings features
built after 1967 (cost of 40, orange) and friction map C sets the highest cost to roads features (cost of 100,
green). This figure was created with ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI Inc.).
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Table 5 Statistical results of comparisons between landscape resistance models and Euclidian distances on the
genetic structure of R. flavipes samples in four study areas in Paris. To each area r value of the partial Mantel test
following methodology of Wassermann et al. (2011) and the p-value corresponding. Euclidian refers to the
model test of Genetic matrix ~ Euclidian matrix | Cost model matrix and Cost model refers to the model test of

Genetic matrix ~ Cost model matrix | Euclidian matrix.

Building cost model Built period cost model Roads cost model
T P T P T P
Areal
Euclidian ~ 0.0403 0.455 0.0884 0.334 0.0747 0.36
Cost Model -0.0185 0.527 -0.0628 0.596 -0.0488  0.562
Area2
Euclidian  0.5571 0.052 0.4974 0.055 04723  0.087
Cost Model -0.4368 0.905 -0.3679 0.879 -0.3892 0.909
Area3
Euclidian  -0.2705 0.989 -0.2641 0.985 -0.1421  0.847
Cost Model 0.4294 0.002* 0.4291 0.002%* 0.2253  0.04*
Aread
Euclidian  0.3553 0.002* 0.4665 0.031% 0.2921  0.065
Cost Model -0.2764 0.999 -0.4248 0.945 -0.2571 0.884

The asterisk indicates significant values at a risk level of 5%.

Discussion

Two main factors likely underlie the distribution and spread of R. flavipes infestations in
Paris: the complex colony structure observed in the population, namely that only extended
and mixed families were found, and the city’s specific combination of urban environmental
variables. More specifically, we discovered the important roles played by building surface
area, relative building age, and the railway network. The analytical models we developed here
can be used by local authorities in their efforts to identify and target buildings that may

provide favorable habitat for termites.

Building-related variables should be expected to help explain termite distribution patterns
in Paris because 60% of the city’s surface area is covered by buildings. Paris is organized into
“urban slabs”, which are functional units formed by an extended row of buildings with a
pronounced degree of wall sharing (Jallon er al. 2017). This characteristic may favor local
termite propagation because foragers can travel from one building to the next in their search

for food resources and may ultimately initiate a new infestation.

Surprisingly, our analyses revealed that there are termite infestations in more recent
buildings, although most of the buildings in Paris were built before 1968. Indeed, after 1968,

buildings were constructed with harder materials and more concrete, which is less favorable
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to termites. Recent buildings may have been built on infested buildings, which could explain
the continued presence of termites. In addition, detectability may be biasing the results: it is
easier to detect termite tunnels made through concrete. Although detecting termites is not
always easy, especially because of their cryptic lifestyle, our results should be fairly robust
because they are based on yearly infestation records dating back to 2000. Indeed, we feel we
have achieved an important initial step by identifying building-related variables that can help

guide infestation control or prevention efforts.

Several studies have suggested that temperature and humidity could be major factors
shaping termite distribution patterns (Vargo ef al. 2013; Botch and Houseman 2016; Andrieu
et al. 2017), but while cities do tend to have higher ambient temperatures, they also seem to
have limited temperature variation (McKinney 2006). This phenomenon could mask the
effects of temperature on termite distribution patterns. Moreover, termites have been observed
in cities during colder months, suggesting temperature does not directly affect termite activity.
Urbanization acts as a buffer against adverse environmental conditions, allowing the survival
of species that are sensitive to environmental variation (Houseman ef a/. 2001). Urban areas

also have higher building densities, which promote termite presence and persistence.

While urban environmental variables can play a role in termite genetic structure—as seen
in Area 3—this pattern was not observed city wide. Indeed, two local-level patterns were
seen. First, there was isolation by distance (IBD; Wright 1969) in Area 4: gene flow shaped
infestation structure in accordance with the distance between sampling points (Euclidian;
Table 5). This type of spatial pattern generally depends on an organism’s dispersal ability: it
assumes straight-line movement and does not take into account environmental variables that
may influence the particular structure observed (Manel ef al. 2003). Several previous studies
have detected IBD patterns in R. flavipes, in both native and introduced populations (Dronnet
et al. 2005; Perdereau et al. 2010a; Arango et al. 2015; Perdereau er al. 2015). Moreover,
another invasive species, R. urbis, displays an IBD pattern within a huge colony that has been
spreading over several hectares in the city of Domeéne (southern France; Leniaud ef al. 2009).
Second, there was isolation by resistance (IBR; McRae 2006) in Area 3: gene flow was
constrained by environmental variables such as the building surface area, relative building
age, and roads (Fig. 3, Table 5). This constraint may have resulted in a non-random mating
and non-random dispersal within the urban landscape (Landguth er al. 2010). The degree of
non-random mating could be assessed by examining the level of inbreeding among related
neotenics. When a group of individuals are separated from the reproductives of their nest, it
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can result in differentiation and colony budding (Pichon et al. 2007; Korb and Hartfelder
2008; Leniaud ef al. 2011).

The spread of infestations is shaped by foraging ability and resource availability (Long and
Thorne 2006; Lee ef al. 2007). Here, roads may have limited or split termite foraging areas.
Using spatial and genetic data, we were able to infer the presence of different subclusters, or
colonies, within our target areas (e.g., Area 3 had three distinct genetic subclusters/colonies—
Cl11, C12, and C13; Fig. 2, Table 2), which suggests that some barriers to gene flow, such as
roads, might impede termites from moving into neighboring areas. However, we cannot
exclude the possibility that some areas suffered from small sample sizes, which could have
reduced the robustness of our results. Moreover, even though we were able to use multiple
years of data, it 1s likely that several colonies were missed during monitoring efforts, which
could have influenced the performance of the IBR model, which is known to improve as a

larger portion of the population is sampled (McRae 2006; Spear and Storfer 2010).

The colony breeding structure we observed underscores the involvement of neotenics in
infestation propagation; it is likely that budding dispersal is common. Indeed, this urban
landscape appears to favor budding dispersal and within-colony differentiation of neotenics
throughout available habitat patches. The presence of numerous neotenics increases termite
production, which increases the size of foraging areas and the exploitation of resources (Lenz
et al. 2009). Larger colonies may be better able to survive during the colder months of the
year because mortality i1s buffered and, thanks to reproduction by neotenics, new colony
members can be rapidly generated when conditions are favorable (Kaspari and Vargo 1995;

Thorne ef al. 1999).

At the city scale, we observed disconnected genetic subclusters that may have resulted
from the budding of colony fragments. It is strongly suspected that human-mediated dispersal
events promote R. flavipes® spread in its introduced range (Bagneres ef al. 1990; Vieau 1993;
Dronnet et al. 2005; Perdereau et al. 2010a, 2015). Furthermore, given the termite’s
distribution patterns, it is unlikely that its spread was uniquely determined by its intrinsic
dispersal abilities. Dispersal via swarming or via budding seems to be limited to a hundred
meters (Grace 1990; Paulmier ef al. 1997; Shelton ez al. 2006; Vargo and Carlson 2006). In
some cases, we observed distances of a thousand meters between sampling points assigned to
the same genetic cluster (e.g., C9 and C10; Table 2). Although swarming is common in forest
populations it appears to be rare in Paris (Lohou er al. 1997; Dronnet ef al. 2005; personal

observations). Moreover, new colonies can form quickly from just a few individuals as a
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result of neotenic differentiation (Pichon ez al. 2007; Leniaud et al. 2011). There may have
been a shift towards wingless reproduction by termites living in habitats experiencing a high
level of anthropogenic disturbance (Bourguignon ef al. 2016). This change may even have
occurred in the original source population (Louisiana, USA) (Perdereau er al. 2013a, 2015)
and could be an additional reason why no simple families have been observed in either Paris
or French forest habitat. Moreover, if alates were primarily responsible for founding new
colonies, we would expect to see less genetic differentiation among population than we

actually do (Thorne ef al. 1999; Bulmer ef al. 2001).

Our results highlight that the railway network may explain a non-negligible part (33.1%) of
termite distribution patterns. Furthermore, even though railways do not fully explain termite
distribution patterns, they may play a crucial role in transporting termites within regions. As
we have seen, the genetic diversity of colonies within the Paris population (Table 3) was
lower than the one observed on the Atlantic coast, which was itself lower than the source
population (Perdereau et al. 2010a; 2015) suggesting consecutive events of introduction.
Moreover, there is already evidence that railways play an important role in termite
propagation at a larger scale, namely in allowing R. flavipes to spread throughout the Centre-
Val de Loire region, which is close to Paris (about 100-200 km) (Andrieu ef al. 2017; Suppo
et al. 1n press). In this study, we went further and were able to discover links between the
railway network and termite population genetic structure (Fig. 2). Railways greatly shaped
transportation networks within French cities during the 19% century (Pecheux 1975) and may
have thus greatly contributed to the spread of R. flavipes. Thus, the termite’s presence in cities
dotting the landscape from the Atlantic coast to Paris (Perdereau e al. 2013a) may have been
the inadvertent result of railway construction and transport. Nowadays, termites can also be
transported in other ways (e.g., in waste materials or lumber traveling by truck), but it is much

harder to quantify the contribution of such transport methods.

Budding dispersal may not necessarily be a phenotypic response to urban living conditions
per se; instead, the high level of disturbance in urban landscapes could induce neotenic
differentiation, a strategy that may allow the termite to spread faster and further. In cities,
generalist species have abundant resources available to them (Moller 2009). Reticulitermes
species employ random search behavior (Long and Thorne 2006) and may thus easily
encounter food resources in complex habitats where materials containing cellulose are
common (e.g., wooden beams, plasterboard, wallpaper, and wood chips). Termite colonies in

Paris extend over broad spatial areas and have a high tendency to fuse. They also appear to
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contain numerous neotenic reproductives. Indeed, we identified a colony with hundreds of
neotenics (colony C11; Table S1), which allowed us to confirm genetically inferred breeding
structure (Dronnet ef al. 2005; Perdereau ef al. 2010a, 2015; Baudouin ef al. 2017) a first for
French populations. In France, especially in urban areas, it would seem that termite
infestations were initially spread by human-mediated long-distance dispersal; then, once
termites had arrived in cities, infestations were propagated thanks to the production of
neotenics. The mechanisms underlying neotenic differentiation remain unknown, but as
demonstrated by Perdereau er al. (2015), traits that allow this termite to invade new

environments are also displayed in termites living in urban areas.
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Etude 3 : Analyses génétiques des infestations

d’une espece invasive de termite a différentes

¢chelles spatiales en France.
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Synthese de 1’article 3

Contexte et objectifs

Les processus d’invasions biologiques peuvent étre résumés en deux étapes cruciales :
I'installation d’une espéce exotique dans une nouvelle zone géographique et la propagation de
cette espece dans ce nouveau territoire. Un €lément clé dans la compréhension des invasions
biologiques est de pouvoir identifier I’histoire invasive de I’espece et les routes empruntées
par les individus fondateurs pour ainsi tenter de prévenir de nouvelles introductions (Ascune
et al. 2011). La phase initiale d’installation, I’identification des populations sources et les
conséquences biologiques et évolutives de 1’arrivée dans un nouvel environnement ont été
largement étudiés (Dlugosch and Parker 2008 ; Estoup and Guillemaud 2010). Cependant,
peu d’études se sont penchées sur les patterns de propagation ayant suivi I’installation (Suarez

et al. 2001).

Reticulitermes flavipes, dans son aire introduite en France, est trés souvent retrouvé en
ville ou a proximité d’habitations, bien qu’il soit relativement bien établi dans quelques foréts
de pins le long de la cote atlantique (Dronnet ef al. 2005 ; Perdereau ef al. 2010a) ; foréts dans
lesquelles on suppose fortement qu’il a été introduit a partir début du XVIII*™ siécle avec le
transport de marchandises entre la Louisiane et la France (Bagnéeres er al. 1990 ; Clément et
al. 2001 ; Perdereau ef al. 2013a ; voir deuxieme partie p73). On a pu voir que les traits qui
ont permis a cette espece d’étre invasive en France sont également des traits que 1’on retrouve

en milieu urbain (Etudes 1 p85 et 2 p117).

Le premier objectif de cette étude a été de déterminer les liens génétiques entre les
infestations des populations francaises afin d’identifier les possibles routes d’invasion
utilisées par cette espéce. Ces relations ont été étudies a des échelles régionales et
nationales, en se concentrant plus particuliérement sur les régions Centre-Val de Loire et Ile-
de-France, dans le but d’évaluer les variations au sein des populations a travers des régions
adjacentes. En combinant des approches de phylogénie, phylogéographie et de génétique des
populations, nous avons suivi les lignées maternelles (c.-a-d., les haplotypes du géne COII) et
identifié la structure génétique des infestations (avec des marqueurs microsatellites) dans
I’aire d’expansion de ce termite. Le second objectif de cette étude était de confirmer le
systeme de reproduction des colonies de termites en zone urbaine, le long de son aire
d’expansion depuis la cote vers la capitale. Nous allons étudier pour cela une population

située dans la région de Tours (Indre-et-Loire) qui est fortement touchée par les infestations
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de ce termite, que I’on a comparé avec les autres populations étudiées a Oléron, Olonne et

Paris.

Méthodes

Pour mener a bien cette étude, nous avons collecté, entre 2012 et 2016, 45 échantillons de
termites dans la région Ile-de-France (IDF) et 93 échantillons de termites dans la région
Centre-Val de Loire (CVL), dont 33 ont été utilisés uniquement pour les analyses sur les
systemes de reproduction dans la région de Tours (Figure 18). Pour les analyses conduites sur
une échelle nationale, nous avons ajouté a ce nouvel échantillonnage les données collectées

par Perdereau et al. (2013).

L’ADN d’un total de 107 ouvriers a été extrait et séquencé sur 8 loci microsatellites (Rf7-3,
Rf6-1, Rf15-2, Rf21-1, Rf11-1, RS1, RS15 et RS§43) et la séquence du géne COII pour réaliser
les analyses de phylogéographie et de génétique des populations a 1’échelle nationale. A
chacun des 33 points de collecte, a I’échelle locale de Tours pour les analyses des systemes de
reproduction, nous avons extrait ’ADN de 20 ouvriers que I’on a séquencé sur 10 loci
microsatellites (Rf6-1, RS1, Rf11-1, Rf-21-1, RS43, Rf24-2, RS15, Rf1-3, RS76 et Rf15-2). La
différence de nombre de marqueurs microsatellites utilisés entre les deux analyses est du au
fait que certains marqueurs ne sont pas amplifiés en IDF (Rf24-2) et en CVL (RS76), pour
I’analyse globale ; dans un souci d’harmonisation, ces marqueurs n’ont pas été inclus dans les

analyses.

A Déchelle locale (c.-a-d., infestations collectés en Indre et Loire a Joué-Les-Tours, La
Riche et Tours), I’analyse des systémes de reproduction a été réalisée sur des colonies dont les
limites ont été déterminées en utilisant un test statistique G de différenciation génétique
(GENEPOP on the web) entre les points de collecte, basés sur la distribution des génotypes des
ouvriers. Les types familiaux ont ensuite ét¢ inférés sur le nombre d’alleles et de génotypes
observés par loci dans chaque colonie, comme dans les deux études précédentes (Etudes 1 p85

et2 pll7).

Afin de détecter la structure génétique et spatiale de la population francaise, nous avons
utilisé deux algorithmes de clusterisation?! par inférence bayésienne implémentés dans

STRUCTURE (Pritchard ef al. 2000) et dans GENELAND (Guillot ef al. 2005b ; 2009). Ce dernier

2! Terme francisé signifiant « mettre en cluster »
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Figure 18 : Carte des échantillons (en rouge) de Reficulitermes flavipes collectés en France (Perdereau et al.
2013a) et dans les régions Centre-Val de Loire et le-de-France, et utilisés dans I'étude 3. Cette figure a été
réalisée avec ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI Inc.) ; source : EuroGeographics.
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prend en compte, en supplément de STRUCTURE, les coordonnées spatiales des individus.
Nous avons pour cela utilisé la méme approche qui a été décrite dans 1’étude 2 (p117) pour la
population parisienne. Pour identifier les relations entre les différentes lignées maternelles
observées, nous avons réalisé¢ les analyses de phylogénie en utilisant les méthodes de
maximum de parcimonie (MP), neighbour-joining (NJ), maximum de vraisemblance (ML) et
une méthode d’inférence bayésienne (BI). Enfin, pour identifier les relations entre les
différents clusters inférés, nous avons analysé la diversité génétique de ces groupes : pour les
données microsatellites sur la base du nombre d’alleles moyen par locus, la richesse allélique
et la diversité génique, et pour les données mitochondriales sur la base de la diversité

haplotypique et nucléotidique.

Résultats / Discussion

Les résultats obtenus a I’échelle locale ont montré que chacun des groupes d’échantillons
de chaque site d’é¢tude (Joué-Les-Tours, La Riche et Tours) formaient chacun une seule et
méme vaste colonie. Les trois colonies ainsi identifiées posseédent toutes trois une faible
diversité génétique, a tel point que 4 des 10 loci microsatellites utilisés étaient monomorphes.
L’analyse du nombre d’alleles et des génotypes des ouvriers au sein de ces colonies a révélé
qu’elles étaient toutes de type famille étendue. Le faible nombre d’alléles a chaque locus (Na
moyen 2.3) n’a pas permis de pouvoir identifier de potentielles colonies de type famille mixte,
seule mesure qui permet de les différencier des colonies de type famille étendue. Le peu de
colonies identifiées et la faible diversité génétique n’ont pas permis non plus d’inférer le
nombre de reproducteurs présents au sein des colonies avec les analyses de F-statistiques. De
plus, aucun effet d’isolement par la distance n’a été détecté. Malgré cela, la détection de
colonies de type famille étendue nous permet de penser et de confirmer que la structure
reproductrice de ces colonies reste conforme avec celles déja inférées chez les autres
populations étudiées en France (Dronnet ef al. 2005 ; Perdereau et al. 2010a, 2015 ; Etudes 1
p85et2pll7).

Les deux méthodes de clusterisation bayésienne (c.-a-d., STRUCTURE et GENELAND)
effectuées sur les données microsatellites ont révélé un nombre de groupes variables a
I’échelle nationale (4 clusters avec STRUCTURE et 7 clusters avec GENELAND). Cette
différence résulte probablement de 1’utilisation ou non de données spatiales. Bien que

I'utilisation d’algorithmes incluant des données spatiales semble plus fiable au regard des
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distances enfre les infestations et des flux de génes qui peuvent avoir lieu, cela peut également
sous-estimer les relations génétiques pouvant exister entre les infestations. La faible diversité
génétique de la population invasive (Rs = 2.97 GENELAND, Rs = 5.63 STRUCTURE) a pu
engendrer une mauvaise clusterisation, ce qui peut étre observé dans les cas d’introduction
successives (Lombaert er al. 2016). En effet, les deux algorithmes utilisés présupposent que
les clusters inférés sont des unités panmictiques (Pritchard et al. 2000 ; Guillot ef al. 2005b),
or on sait qu’en France, les colonies et populations identifiées expriment de la viscosité
génétique intra- et inter-coloniale (Dronnet ez al. 2005 ; Perdereau er al. 2010a, 2015 ; Etudes
1 p85 et 2 pl17). Cette viscosité génétique est issue d’un isolement par la distance et d’un
appariement non-aléatoire entre les individus reproducteurs des colonies. Cet appariement se
produit lors de bouturage colonial créant des nids apparentés a proximité ou via le transport
par I’homme sur de longues distances. Nous pouvons alors pensé que, dans ce contexte, les
individus assignés dans le méme groupe génétique proviennent probablement de colonies
1ssues du bouturage d’une méme colonie ou population originelle et ceci est encore plus vrai
s’1ls possedent tous deux le méme haplotype. On a pu voir que dans 1’analyse sans modele
spatial, les 4 clusters identifiés ont été retrouvés en IDF (Article 3, Fig. 1A) mais,
contrairement a ce que l'on s’attendait, les clusters inférés ne sont pas des unités
géographiques continues. En revanche, I’analyse utilisant un modele spatial propose des
résultats plus stringents liés a la distribution géographique des échantillons. En prenant en
compte les remarques précédentes, sur I’appariement non-aléatoire des reproducteurs,
I’analyse sans modele spatial reflete probablement une origine commune entre les

¢chantillons assignés aux mémes clusters génétiques.

Grace a 'utilisation du gene COII, nous avons pu identifier 12 haplotypes distinct dans les
populations francaises dont 6 ont été retrouvés en IDF et 4 en CVL. Une grande partie de ces
haplotypes ont déja été identifiés en France (Perdereau ef al. 2013a), a I’exception du nouvel
haplotype CE découvert dans le département du Loiret. Les analyses de phylogéographie ont
révélé que la distribution de ces haplotypes sur le territoire est trés variable. En effet, en
région IDF, la distribution des variants mitochondriaux est trés hétérogene alors que ceux
observés en région CVL semblent agrégés (Article 3, Fig. 2). Associés a la distribution des
groupes geénétiques, basés sur 1’analyse des marqueurs microsatellites, on peut alors penser
que dans les régions IDF et CVL plusieurs introductions indépendantes ont eu lieu.

Cependant, peu de flux de geénes sont exprimés entre les infestations localisées en région IDF,
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malgré leur proximité géographique, contrairement a ceux de la région CVL ou les groupes
d’infestation sont bien distincts (Article 3, Fig. 1). A noter également que deux variants
mitochondriaux, D et F, sont uniquement présents en IDF et a Paris et n’ont jamais été
identifiés ailleurs dans le monde, suggérant 1’existence d’mtroductions directes depuis des
populations non identifiées aux Etats-Unis, ou de 1’émergence de nouveaux variants du géne
COII dans les populations frangaises. De plus, le variant CE lui a été identifié comme étant
proche génétiquement d’un variant retrouvé en Caroline du Nord et en Géorgie (haplotype
BV : GenBank JQ280708.1) (3 substitutions entre les deux variants). Il est possible qu’il y ait
eu de nouvelles substitutions qui soient apparues depuis 1’introduction en France. En effet, il
est supposé que I'introduction de cette espece sur le territoire remonterait a 200 ans, au début
du XVIII*™ siécle, rendant possible I’apparition de nouveaux variants et leur maintien dans la

population introduite.

Les infestations observées sur la cote atlantique semble étre reliées a la plupart des
infestations francaises. On peut remarquer également que 2 des clusters génétiques identifiés
sont retrouves en IDF et CVL, suggérant des liens entre ces différentes infestations. Certaines
de ces infestations en CVL, par exemple, peuvent alors étre issues via le bouturage et le
transport longue distance d’autres infestations déja établi en IDF. Ceci soutient [’hypothése
selon laquelle les infestations identifiées dans la région de la Saintonge (Charente-Maritime)
¢taient probablement les introductions originelles depuis la Louisiane. Celles-ci auraient
ensuite été transportées de villes en villes par des événements d’introductions successifs via
les activités humaines et probablement lors de 1’expansion du réseau de chemin de fer a la fin

du XIX®™e siecle.

Cette troisieme étude a mis en avant la dynamique d’expansion de R. flavipes qui a
montré des patterns de distribution variés, reflétant les caractéristiques propres aux
populations invasives en France. Nos résultats sur la structure reproductrice des colonies
collectées dans I’agglomération Tourangelle, ont confirmés les traits précédemment observes
en ville. De plus, les analyses aux échelles régionales et nationales de la structure des
infestations nous ont permis de mieux comprendre les liens qui existent entre ces différentes
infestations et ainsi proposer un scénario crédible expliquant I’expansion de cette espece a

I’échelle de la France.
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Article 3 : Genetic analysis of termite pest infestations at different

spatial scales in France.
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Abstract

Among social insects, termites are characterized as major pests which cause considerable
economic and biological damages. This is the case of Reticulitermes flavipes, a subterranean
species which produces significant damage to human-built structures. Recent study had
shown that this termite would have been introduced into Europe from Louisiana during the
18® century and has become invasive in several areas of France. Phylogeographic and
population genetic analyses can provide crucial information into origin and patterns of
mtroduction, and in elucidating the causes and mechanisms by which introduced species
became successful invaders. To determine the extent to which introduced populations had
spread within France, expansion patterns was studied at different spatial scales in urban areas
(local, regional and national). At local scale, results showed that each of the three urban sites
formed only one wide colony which contained several secondary reproductives, confirming
results on previous urban colony studies in France. At regional scale, the genetic distribution
of mitochondrial variants and genetic clusters were heterogeneous in the Parisian region le-
de-France and aggregative in the Centre-Val de Loire region, suggesting several independent
termite colony introductions in both regions. At the national scale, results suggest a scenario

of successive introductions of termite infestations from the Atlantic coast to the Northern and
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Eastern part of the invasive range arriving to the Parisian region. Possible secondary
infestations may occurred from the Ile-de-France region toward other regions such as the

Centre-Val de Loire region where the genetic diversity of infestations was lower.

Keywords: range expansion; social insect; Reticulitermes flavipes; phylogeography;

STRUCTURE; GENELAND.
Introduction

The biological process of invasion can be seen as two following steps: the initial
establishment of a species in a new environment, and the spread of this species in space. A
key in understanding biological invasions is to understand the history of the invasion process
of the species, including the geographical pathway followed by the founders of the invading
population (Ascunce ef al. 2011). It 1s also important to understand the expansion way of such
mvading population in order to understand spread patterns into the new areas. The initial
phase of establishment identifying species source population and biological and evolutionary
consequences of establishment in a new environment have been intensively studied (Dlugosch
and Parker 2008; Estoup and Guillemaud 2010). But few studies have focused on the pattern

of spread post-establishment within a new environment (Suarez ef al. 2001).

Social insects, some of the world’s most successful invaders, are among those whose
mtroduction and spread has been favored by conditions in large cities (Ascunce ef al. 2011).
Furthermore, their success has been largely attributed to their complex and flexible social
organization, which may reduce the costs of dispersal and could increase the probability of
foundation success in new areas (Moller 1996; Holway ef al. 2002; Korb and Hartfelder 2008;
Rust and Su 2012; Hanna er al. 2013). In temperate habitats, subterranean termites of the
genera Coptotermes and Reticulitermes (Rhinotermitidae) are extremely common and
frequently infest anthropogenic structures (Su and Scheffrahn 1990; Evans ef al. 2013;
Buczkowski and Bertelsmeier 2017).

This study aims to understand the range expansion of an invasive pest termite,
Reticulitermes flavipes (Rhinotermitidae), in order to suggest possible scenario of the spread
history of this species. R. flavipes is a subterranean termite that lives in forest ecosystems and
in urban areas where it can cause significant damage to human-built wooden structures.
Originating from the US, this species is widespread in the eastern part of the US from Texas

to Nebraska in the west and from Florida to Massachusetts in the east. It has been
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unintentionally introduced into other countries in the Americas (i.e., Chile and Canada) and in
Europe (i.e., France, Germany, and Italy). A recent study contributed to our understanding of
R. flavipes’ origins by revealing that French populations of the termite (formerly known as R.
santonensis) most likely came from Louisiana (Perdereau et al. 2013a). Like most
subterranean termites, R. flavipes has cryptic nesting habits and forms complex colonies with
diffuse nests and multiple feeding sites connected by underground tunnels. To briefly
summarize colony structure, subterranean termite colonies comprise several reproductive and
non-reproductive castes; they can also display varying structure. New colonies are typically
founded by a pair of primary reproductives (i.e., winged adults) that have mated during a
swarming event. When a colony consists of just the royal couple and their sterile offspring, it
is called a simple family. Over time, after the death of one or both primary reproductives,
secondary reproductives develops; they are called neotenics (non-winged reproductives) and
imterbreed among themselves (Buchli 1958). When a colony is headed by primary
reproductives and neotenics or just neotenics alone, it is called an extended family (Thorne et
al. 1999). Once colonies have become extended families, they can employ an alternative
method of colony foundation: budding. Budding dispersal occur when a group splits off from
the main colony and establishes an independent daughter colony, thanks to the presence of
neotenics. In some cases, mature colonies fuse into a single social unit, which 1s called a

mixed family (Deheer and Vargo 2004; Perdereau er al. 2010a).

Studies conducted on R. flavipes reveal that the colony breeding structure strongly varies
between introduced French and native US populations. A first difference is that mixed
families are much more frequent in French populations than in the US populations (Vargo and
Husseneder 2009; Perdereau er al. 2010a; Baudouin ef al. 2017). A second major difference
between French and US populations concerns the number of functional neotenics heading
colonies. All French colonies studied so far contained numerous (hundreds) neotenics, while
native populations in the US show high variability with some populations comprised of
mostly colonies headed by monogamous pairs of primary reproductives (simple families) and
other populations comprised of mainly extended-family and mixed-family colonies (Vargo
and Husseneder 2009; 2011). A high number of neotenics in French colonies seems to be
consistent with their extremely large spatial expansiveness, which commonly exceeds several
hundred meters (Dronnet ef al. 2005; Perdereau er al. 2010a; 2015; Baudouin ef al. 2017).

These two colony-level traits of introduced French populations may have contributed to the
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colonization success of R. flavipes in France by helping them to become established and
reproduce right after their introduction, and by increasing their spread by human-mediated
dispersal. In France, R. flavipes has mostly been found in anthropogenic structures, although it
also occurs in certain pine forests along the Atlantic coast (Dronnet er al. 2005; Perdereau et
al. 2010), which is where it is thought to have been introduced (as a result of lumber
shipments between North America and Europe; Bagneéres er al. 1990; Clément ef al. 2001;
Perdereau er al. 2013a). Traits that allow this termite to invade new environments are also

known to be displayed in termites living in urban areas (Baudouin ez a/. submitted).

The first objective of this study was to identifying and evaluate the genetic links between
infestations of the French invasive populations in order to identify possible routes of
mvasions. We studied those relations over both regional and national analysis scale focusing
on two highly infested regions, the Ile-de-France (centered on Paris) and the Centre-Val de
Loire (centered on Tours) regions, with the intent of evaluating population variations across
regions. Using phylogeographic and population genetic structure approaches we assessed
maternal lineage (i.e., haplotypes) and population genetic structure (i.e., microsatellite
genotypic distribution) over the French range expansion of R. flavipes. This study contributes
to our understanding of how colonies spread over new introduced environment and expend
their distribution range. The second objective was to confirm the breeding system of termite
colonies in urbanized areas along the invasion expansion from the west to the North-east in
the region of Tours and will be compared with other French populations previously studied in

the expansion range.
Materials and methods
Sample collections

Termites were collected from two populations of R. flavipes introduced in France one within
region named “Région Ile-de-France” (IDF) which included the city of Paris and the second
one away from 150 km within region named “Région Centre-Val de Loire” (CVL) which
included the cities of Tours and Orléans. Samples were collected from wood fragments or
damaged wooden constructions or in pitfall using artificial feeding stations in 2012 and 2013
for CVL and in 2014 to 2016 for IDF. Workers collected at each collection points were stored
at 96% ethanol at 4°C until DNA extractions. Forty-five collection points have been sampled
in IDF (numbered to PP1 to PP45) and 93 collection points have been sampled in CVL (62
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samples have been numbered to TCO1 to TC62), these samples encompassing on 36 towns
(Table S1). The sampling of 93 collection points in CVL comprising 33 collection points
collected at a local scale on three sites located within the most infested urban districts in this
region; Tours with 15 collection points (numbered to TCTO1 to TCT15), Joué-les-Tours with
11 collection points (numbered to TCJTO1 to TCJT11) and La Riche with 7 collection points
(numbered to TCLRO1 to TCLRO07) (Table S2). This focus of sample collection allowing to
determine colonial structure and breeding system has already been determined for IDF in
Baudouin et al. (2017). In addition, we added 64 sample points from data of Perdereau er al.
(2013a) (i.e., microsatellites and mitochondrial data) which permitted to assess population

infestations across the country.
Molecular procedures

DNA from individual specimens was extracted using the Wizard® Genomic Purification Kit
(Promega). To investigate dispersion at regional and national scales, a total of 107 workers
(one per colony, 45 for IDF and 62 for CVL) were genotyped at the eight highly polymorphic
microsatellite loci of the multiplex sets developed in Baudouin er al. (2017): RfI-3, Rf6-1,
Rf15-2, Rf21-1, Rf11-1, RSI1, RS15 and RS43 all previously described by Vargo (2000),
Dronnet ef al. (2004) and DeHeer er al. (2005). At the local scale, 660 workers (20 workers
from each of the 33 collection points) were genotyped using the ten highly polymorphic
microsatellite loci observed in Perdereau er al. (2013a): Rf6-1, RS1, Rf11-1, Rf-21-1, RS43,
Rf24-2, RS15, Rf1-3, RS76 and Rf15-2. PCR amplifications were performed following the

Genoscreen’s instructions (http://www.genoscreen.fr) (Lille, France) and PCR products were

then sent at Genoscreen for genotyping. We scored alleles using Geneious [v. 9.4]

(Biomatters).

A 658-bp fragment of the cytochrome oxidase II (COII) genes of the mitochondrial DNA
was amplified and sequenced from 100 individuals using the primers modified A-tLeu (50-
CAGATAAGTGC-ATTG GATTT-30) (Miura et al. 2000) and TK-N-3785 (50— GTT TAA
GAG ACC AGT ACT TG-30) (Smon ef al. 1994). PCR amplification was performed with
multiplex PCR Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) following the manufacturer’s instructions.
PCR templates were sequenced by Genoscreen platform (Lille, France) using BigDye [v. 3.1]
and a 96-capillary Applied Biosystems 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems). The
genotyping of the microsatellite alleles and the alignment and correction of the COII

sequences were performed using Geneious [v. 9.4] (Biomatters). Then, we carried out a
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BLAST search for the COII sequences in GenBank to see if they had already been referenced
and thus determine the associated haplotypes. If new sequences were observed, they were

deposited in GenBank under the accession numbers shown in Table S1.
Genetic data analyses at regional and national scale
Microsatellite loci analyses

To detect genetic and spatial structure population, we used two Bayesian clustering
algorithms implemented in STRUCTURE [v. 2.3.4] (Pritchard er al. 2000) and in GENELAND
[v.4.0.6] an R package (Guillot ef al. 2005b; 2009) using microsatellite data. These software’s
infer population structure (i.e., the number of clusters, K) and to (probabilistically) assign
individuals to clusters based on the multilocus genotype data. Both of the algorithms assume
that clusters are panmictic units with distinct allele frequencies. In the STRUCTURE analysis,
each run consisted of a burn-in period of length 10 000 followed by 100 000 MCMC
simulations using the admixture model. We varied the number of clusters (K) from 1 to 20
across 10 independent runs to infer the most likely value of K. The optimal value of K was
calculated using the AK methods (Evanno ef a/. 2005) in STRUCTURE HARVESTER [v. 0.6]
(Earl and VonHoldt 2012). We used GENELAND to infer population structure and genetic
boundaries (Guillot er al. 2005b; 2009); the GENELAND algorithm with spatial model may
better define genetic units because it integrates the spatial coordinates of samples (Frantz et
al. 2009). This software infers population structure and to assign individuals to clusters based
on the multilocus genotype data and the spatial position of samples. We used two input files:
one with the microsatellite data (i.e., codominant markers file) and one with the geographic
coordinates of the sampling points (i.e., coordinate file) (Guillot er al. 2012). We varied the
number of clusters (K) from 1 to 50 across 10 independent runs to infer the most likely value
of K. Runs were performed by assessing probabilities through 100 000 MCMC iterations
using a thinning interval of 10 with spatial model option activated and we used the default
settings for the other parameters. The Dirichlet model was used as the prior distribution for all
the allele frequencies. We estimated the value of K from the highest average posterior
probability and used the results from the run to determine the posterior probability of

subpopulation membership for each pixel of the spatial domain (500 x 500 pixels).
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Table 1 Variability at six microsatellite loci in R. flavipes colonies in the region of Tours, France. The number of alleles (Na), allelic richness (Rs) and gene diversity (Hs)

were calculated for the entire set of samples.

Tours Joue-Les-Tours La Riche
Locus Na Rs Hs Rs Hs Rs Hs
Rf6-1 3 2.55 0.561 2.60 0.590 2.88 0.643
RS1 2 1.42 0.149 1.20 0.062 1.90 0.335
Rf11-1 3 2.41 0.557 2.72 0.683 2.58 0.502
Rf21-1 2 1.85 0.380 1.77 0.349 1.86 0.306
Rf24-2 2 1.93 0.474 1.94 0.469 1.99 0.472
RSIS5 2 1.59 0.242 1.70 0.241 1.94 0.359
Mean 2.33 1.96 0.394 1.99 0.399 2.19 0.436
+SD +0.52 +0.44 (a) +0.58 (a) +0.43 (a)

Letters inside parentheses indicate significant differences between colonies (Kruskal-Wallis tests, nonparametric ANOVA, Rs y>=. d.f. =, P>0.05).
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We calculated pairwise Fsr values between clusters from the results of the both algorithm (as
per Weir and Cockerham 1984) using FSTAT [v. 2.9.3] (Goudet 2001).The significance level
for the F-statistics was defined using a nonparametric randomization test employing 1,000

permutations and the p value threshold was adjusted with the Bonferroni correction.
Mitochondrial data

Phylogenetic analyses were performed using four methods: maximum parsimony (MP),
neighbour-joining (NJ), maximum-lilekihood (ML) and Bayesian methods of inference (BI).
The MP and NJ methods were applied using SEAVIEW (Galtier e al. 1996), and the ML
method using PHYML [v.3.0] (Guindon and Gascuel 2003). MRAIC was used to find an
appropriate sequence evolution model for the data (Nylander 2004). BI were carried out using
MRBAYES [v. 3.2.1] (Huelsenbeck and Ronquist 2001) running it for 5 000 000 generations.
No a priori assumptions about tree topology were made, and analyses were done using
uniform priors. Phylogenetic analyses were performed using COII sequences, then
concatenated using SEAVIEW (Galtier ef al. 1996). The relationships between haplotypes at a
national scale were represented as a haplotype network obtained using TCS [v.1.21]

(Clement ef al. 2000).
Genetic data analyses at local scale
Colony boundaries

Microsatellite analyses were carried out to determine whether different collection points
belonged to the same colony. Genotypic frequencies were compared for all pairs of collection
points using a log-likelihood (G)-based differentiation test from GENELPOP on the Web
(Raymond and Rousset 1995). The overall significance was determined using Fisher’s
combined probability test, with a Bonferroni correction for multiple comparisons. Samples
from two collection points were considered to belong to different colonies if genotypic
differentiation was statistically significant (Vargo 2003a; Deheer and Vargo 2004; Dronnet et
al. 2005) G-tests have proven useful and are widely used to delineate colonies of social

msects (Vargo and Husseneder 2011).
Breeding structure of colonies

The breeding structure of each colony was determined using GENEPOP on the Web (Raymond
and Rousset 1995) and then classified them among the three family types (i.e., simple,
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extended and mixed families). To do this, the number and frequency of alleles and genotypes
observed in colonies were compared to expected genotypes according to standard criteria for
the three family types (Vargo 2000; Bulmer ez a/. 2001; DeHeer and Vargo 2004; Vargo and
Carlson 2006). Colonies were classified as simple families when worker genotypes were
consistent with direct offspring of a single pair of reproductives and when the observed
frequencies 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) combined across
all loci. Colonies were considered 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
reproductives (e.g. more than four genotypes at a locus or three or more homozygote
genotypes) or when genotype frequencies deviated significantly from those expected in
simple families. Colonies were considered mixed families when more than four alleles were
found at one or more loci, a pattern that is consistent with offspring produced by more than

two unrelated reproductives.
Isolation by distance

Isolation by distance (a positive correlation between geographic distance and genetic
differentiation) was calculated for all collection points for each site (Tours, Joué-les-Tours
and La Riche). The correlation coefficient between Fs7/ (1- Fsr) and Ln of geographic
distances between collection points (Slatkin 1993; Rousset 1997) was obtained by using the

Mantel test in GENEPOP on the web.
Genetic diversity measures

Haplotype and nucleotide diversities were calculated from mitochondrial data. The
microsatellite data were used to estimate the number of alleles (NVa) per locus, allelic richness
(Rs) and gene diversity (Hs) (Ne1 1987) were estimated using FSTAT [v. 2.9.3] (Goudet 2001).
The significance of any differences between populations in the latter metrics was determined
using Kruskal-Wallis tests implemented in the stats package [v.3.3.1] in R (R Development
Core team 2015). GENEPOP on the Web (Raymond and Rousset 1995) was used to test the
deviation from Hardy-Weinberg equilibrium in sampling and was also used to test the

genotypic disequilibrium.
Results

Genetic data analyses at regional and national scale
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Mitochondrial DNA analysis

At regional scale, the alignment of the 100 COII sequences from IDF and CVL revealed 32
variable positions giving 8 haplotypes (named A, B, C, D, F, H, K and CE in reference to
Perdereau et al. 2013) with 6 haplotypes (A, B, C, D, F and H) present in IDF and 4 (A, B, K
and CE) in CVL with a haplotype diversity of 0.561 and 0.531 respectively (Table S3). In
integrating national data from Perdereau et al. 2013, parsimony network analysis showed the
relationship between the 12 COII haplotypes present in France (Fig. S1). Haplotype
divergence varied from one to 16 mutations (Fig. S1), the newly identified haplotype CE
being the most divergent. The alignment of 18 COII sequences, corresponding to the 12
haplotypes present in France and 6 other haplotypes present in US (Perdereau ef al. 2013a)
revealed 44 variable positions of the total 658 bp. The phylogenetic trees constructed by the
four methods (MP, NJ, ML and BI) show congruent topologies and also two principal clades
as previously observed in Perdereau ef al. (2013a) with a focus on French locations (Fig. 2).
One clade comprised haplotype CE found in CVL and haplotypes from Atlantic coast of US.
The second clade comprising the 11 remaining haplotypes present in France, is divided into
two subclades: one comprised haplotypes A, B, D, F, G, H, I, J and K and the second subclade
comprised the two haplotypes C and E. Seven haplotypes were exclusively found in France
(B, D, F, G, I, J and CE) and 5 haplotypes also occurred in Louisiana the putative source
populations (Perdereau er al. 2013a). The haplotype dominated in IDF (haplotype A) is the
predominant haplotype in France. In CVL, the haplotype B prevailed. The distribution of
mitochondrial variant is heterogeneous in IDF and is in aggregate in CVL. Each aggregate is
represented by one haplotype.

Microsatellite loci analyses

The STRUCTURE analyse revealed that the 164 colonies in France were grouped into four
genetic clusters (K = 4, numbered S1 to S4) (Fig. 1A). The S1 cluster (yellow cluster) which
grouped 36 of sampled individuals located around Tours, next to Orléans and one in the IDF
region. The S2 cluster (red cluster) which grouped 43 of sampled individuals was comprised
from the western edge of the CVL region, the IDF region where most of the samples were in
Paris city and one location next to Rouen city. The S3 cluster (blue cluster) which grouped 24
of sampled individuals was mostly located in IDF region with some other location in CVL
region and few isolated locations in the South-western (i.e..Montans, Eymet and Ile d’Aix).

Finally, the S4 cluster (green cluster) contained all the remaining samples (61) from the
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South-western part of France and IDF region. The genetic differentiations between
populations inferred by STRUCTURE were significant and S1 population showed higher
differentiation from the other three populations (Fsr estimates: S1 versus S2:0.48, S1 versus
S3:0.47, S1 versus S4:0.44, S2 versus S3:0.26, S2 versus S4:0.26, S3 versus S4:0.22; P <
0.017, at a pre-correction threshold level of 5%).

In contrast, the GENELAND analysis, which took into account spatial structure, estimated that
there were seven genetic clusters (K = 7, numbered G1 to G7) among the 164 colonies
sampled (Fig. 1B). The cluster G1 (blue cluster) is comparable to the yellow cluster
determined by STRUCTURE and contained 33 samples. The clusters G2 (grey cluster) was
located in the south part of the IDF region (i.e., Essonne and Val-de-Marne) and contained 11
samples. The G3 cluster (green cluster) was located in the Western part of the CVL region
next to Richelieu city and contained 18 samples. The G4 cluster (yellow cluster) which
contained 31 samples was mainly located on the West of France with some location next to
Rouen (Petit Quevilly, Fr01, Table S1) and Evreux (Pacy sur Eure, Fr02, Table S1). The G5
cluster (orange cluster) contained only 4 samples located on the edge of the CVL region next
to Saumur city. The G6 cluster (black cluster) ranged from the West coast to the South of
France and contained 16 samples. Finally, the G7 cluster (red cluster) was mainly located in
the North of the IDF region with one location next to Le Mans and on next to Rouen. The
genetic differentiations between populations inferred by GENELAND were significant (Fsr
estimates, P < 0.00048, at a pre-correction threshold level of 5%) and G1 population showed
higher differentiation (pairwise Fsr estimates ranged from 0.38 to 0.66) from the other six
populations (pairwise Fsr estimates ranged from 0.11 to 0.40) (Table 2).
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Fig. 1 Maps of the sampling points where R. flavipes workers were collected in France. The map was created using ArcMap (ArcGIS v. 10.3.1). Below the maps, a cumulative
histogram of probabilities for each individuals belonging to clusters inferred based on eight microsatellite loci with: A) STRUCTURE, where four clusters were inferred: S1 in yellow
(total n=36). S2 in red (total n=43), S3 in blue (total n=24) and S4 in green (total n=61) ; and B) GENELAND, where seven clusters were inferred: G1 in blue (total n=33), G2 in grey
(total n=11), G3 in green (total n=18), G4 in yellow (total n=31). G35 in orange (total n=4), G6 in black (total n=16) and G7 in red (total n=51).
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Table 2 Genetic diversity of R. flavipes between populations inferred with STRUCTURE. At eight microsatellite loci, 164 workers were genotyped and the STRUCTURE analysis

grouped samples into four clusters numbered from S1 to S4. The number of alleles (Va). allelic richness (Rs) and gene diversity (Hs) were calculated for the entire set of

samples.
Na Rs Hs
Locus S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4
Rf11-1 3 3 6 7 3 297 6 5.96 0.565 0.524 0.774 0.659
Rf6-1 4 6 9 15 3.67 5.28 9 12.42 0.667 0.706 0.859 0.890
Rsl 2 4 6 17 1.67 4 6 14.10 0.028 0.756 0.539 0913
Rf21-1 2 4 11 30 2 3.56 11 22.20 0.417 0.558 0.856 0.955
Rs43 1 2 4 4 1 2 4 3.05 0.000 0.506 0.358 0.150
Rf15-2 1 4 3 1 3.98 3 4.57 0.000 0.632 0.624 0.599
RslS 3 4 3 21 2.67 3.97 3 16.08 0.323 0.654 0.439 0.904
Rf1-3 1 2 7 10 1 2 7 9 0.000 0.307 0.736 0.840
Mean 2.1 3.6 6.1 13.6 2.0 3.5 6.1 10.9 0.250 0.580 0.648 0.739
+SD +1.1(@) £13(b) £29(b,c) +89(c) +1.0(@ ==1.1(b) £29(c) =6.5(c) (a) (b) (b) (b)

Letters inside parentheses indicate significant differences between populations (Kruskal-Wallis tests, nonparametric ANOVA, Na > =19.6, d.f. =3, P <0.01; Rs > = 19.5,
df=3,P<001;Hsy*=12.1,df =3, P<0.001).
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Table 3 Genetic differentiation between populations inferred with GENELAND of R. flavipes in France. At eight
microsatellite loci, 164 workers were genotyped and the GENELAND analysis grouped samples into seven clusters
numbered from G1 to G7. Pairwise population Fsrvalues were obtained after 1000 permutations.

G2 G3 G4 G5 G6 G7
G1 0.49*% 0.49* 049* 0.66* 0.50% 0.38*

G2 0.28*% 0.26% 0.33* 0.22% 0.14%
G3 0.30% 0.40%* 0.29*% 0.12*
G4 0.31*% 0.11* 0.11%
G5 0.26% 0.23*
G6 0.12%

Asterisk indicates significant test with an adjusted nominal level (5%) of 0.00048.
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Table 4 Genetic diversity of R. flavipes between populations inferred with GENELAND. At eight microsatellite

loci, 164 workers were genotyped and the GENELAND analysis grouped samples into seven clusters numbered
from G1 to G7. The number of alleles (Na). allelic richness (Rs) and gene diversity (Hs) were calculated for the

entire set of samples.

Na
Locus Gl G2 G3 G4 G5 Go6 G7
Rf11-1 3 5 4 5 1 7 5
Rf6-1 4 7 5 9 3 11 15
Rsl 2 4 5 13 2 9 15
Rf21-1 2 6 4 22 3 17 20
Rs43 1 2 2 2 2 4
Rf15-2 1 4 5 4 2 5 5
RslS 3 3 3 18 3 5 15
Rf1-3 1 5 2 9 2 4 9
Mean 2.1 45 3.8 10.3 23 7.8 11.0
+SD £1.1() =£16(Md) *13(b) +7.0(b,c) +0.7 (a) +4.5(b,c) +6.0 (c.d)
Rs
Locus Gl G2 G3 G4 G5 Go6 G7
Rf11-1 2.6 3.6 27 3.1 1 4.6 3.5
Rf6-1 3 438 3.5 5.1 3 5.5 53
Rsl 1.1 3 34 54 2 4.8 5
Rf21-1 2 41 2.8 6.6 3 6.6 54
Rs43 1 1.6 1.9 1.5 2 24 3
Rf15-2 1 27 42 22 2 3.4 3.1
RslS 2 2.1 24 6 3 32 52
Rf1-3 1 3.3 1.8 5.1 2 24 3.6
Mean 1.7 32 2.8 44 23 4.1 43
+SD =+08(b) =1.0(a) =0.8(ac) =*19(acd) =£07(ab.c) £1.5(ac.de) =£1.1(ad.e)
Hs
Locus Gl G2 G3 G4 G5 Go6 G7
Rf11-1 0.548 0.745 0.565 0.643 0 0.833 0.704
Rf6-1 0.676 0.850 0.690 0.866 0.792 0.896 0.858
Rsl 0.030 0.536 0.608 0.875 0.667 0.825 0.846
Rf21-1 0.427 0.791 0.607 0.943 0.750 0.950 0.866
Rs43 0 0.182 0.418 0.140 0.250 0.419 0.679
Rf15-2 0 0.545 0.835 0.522 0.500 0.681 0.609
RslS 0.328 0.336 0.422 0.913 0.708 0.629 0.864
Rf1-3 0 0.655 0.288 0.861 0.417 0.479 0.693
Mean 0.251 0.580 0.554 0.720 0.511 0.714 0.765
+8SD () (a.c) (a) (a.d) (a.b) (a.e) (c.d.e)

Letters inside parentheses indicate significant differences between populations (Kruskal-Wallis tests, nonparametric

ANOVA, Na 2=33.1,df =6, P<0.01; Rs y2=24.6, d.f =6, P<0.01: Hs 2= 19.3, d.f. =6, P <0.001).
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Fig. 2 Bayesian phylogenetic tree of mtDNA haplotypes from Reficulitermes flavipes. Haplotypes are indicated by colored letters
and circles. Color map present the geographic distribution of samples.

Genetic analyses at local scale: Colony boundaries and breeding structure

At a local scale, only six loci have been used for analyses because four loci have been found
monomorphic (RS43, RfI-3, RS76 and Rf15-2). The six microsatellite loci had on average of
2.3 alleles per locus (range 2-3) (Table 1). There was no significant difference in the mean of
allelic richness (Rs) among sites with an allelic richness of 1.96 in Tours, 1.99 in Joué-Les-
Tours and 2.19 in La Riche (Table 1). The average gene diversity (Hs) was respectively of
0.394 1 Tours, 0.399 in Joué-Les-Tours and 0.436 in La Riche (Table 1). None of the loci
showed consistent pattern of genotypic disequilibrium. Genotypic differentiation tests
grouped the 15 collection points into one colony for Tours, the 11 collection points into one
colony for Joué-Les-Tours and the 7 collection points into one colony for La Riche (G-test

values between pairs of collection points for Tours p > 0.0003; for Joué-Les-Tours p >
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0.0004; and for La Riche p > 0.0007). Based on the number of genotypes per colony, the three
colonies identified were classified as extended-family. The limited number of alleles per locus
observed in Tours and its agglomeration did not allow us to detect mixed-family colonies
where more of 4 alleles per locus were necessary to discriminate this family type. None
significant isolation by distance has been detected for the three sites (Mantel tests: n =15, 7> =
0.001, p = 0.348 for Tours; n =11, 7 = 0.003, p = 0.024 for Joué-Les-Tours; and n = 7, 7% =
0.053, p =0.261 for La Riche).

Genetic diversity measures

Regarding the microsatellites analyses, in STRUCTURE, three out of four deviated from Hardy-
Weinberg equilibrium (S1 p > 0.05), and in GENELAND, five out of seven populations
deviated from Hardy-Weinberg equilibrium (Gl and G5 p > 0.05), but no genotypic
disequilibrium was observed at the microsatellite loci examined in the two analyses. Genetic
diversity analyses of STRUCTURE populations showed that S1 population had also lower
genetic diversity (i.e., mean Na: 2.1, Rs: 2.0 and Hs: 0.250; Kruskal-Wallis test: P < 0.01)
than the other 3 populations and S2 population had lower genetic diversity (i.e., mean Na: 3.6,
Rs: 3.5; Kruskal-Wallis test: P < 0.01) than S3 and S4 which had both similar genetic
diversity levels (Table 3). Genetic diversity analyses of GENELAND populations showed that
G1 and G5 populations had lower number of alleles (Na) per loci than the other populations
and G4 and G7 populations had higher Na per loci (Kruskal-Wallis test: P < 0.01). In
contrast, only G1 population had the lower allelic richness (Rs) while other populations had
similar levels of Rs and gene diversity (Hs) was lower in G1 and G5 populations while other

population had similar levels of Hs (Table 4).
Discussion

The dynamic of the expansion range of Reticulitermes flavipes is quite complex and express
different distribution patterns likely linked to its dispersal and breeding structure
characteristics. Our results on colony breeding structure of an intermediate population along
the suggested route of invasion confirming the invasion traits observed in the termite French
populations studied until now. Moreover, regional and national scale analyses of the
infestation structures permitted us to better understand genetic links between infestations and
to propose a credible scenario explaining the expansion pattern of this invasive species in

France.
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Genetic results at local scale in the CVL region, reveal that each urban site formed only
one colony containing several collection points. Each colony was appeared extremely large
extending over at least 3500 m? for Tours, 7600 m? for Joué-Les-Tours and 2 600 m? for La
Riche. Wide colonies are often encountered in introduced population of R. flavipes both in
forest and urban areas (Dronnet er al. 2005; Perdereau er al. 2010a; 2015 Baudouin ef al.
2017). The breeding system of the three colonies was extended-family type which contained
several secondary reproductives. Nevertheless, we cannot exclude that mixed-family type did
not occur in Tours and its agglomeration because the low genetic diversity in introduced
populations makes it more difficult to detect mixed-family (Perdereau ef al. 2010a). The
number of alleles per locus represents the only measure that can differentiate mixed families
from extended. The population of Tours and its agglomeration exhibited indeed the lowest
average number of alleles (2.33 + 0.52) found in any R. flavipes populations (see Perdereau et
al. 2015; Baudouin er al. 2017). The poor genetic diversity and the few of colonies
determined in the studied population we prevented to estimate the number of neotenics within
colonies by F-statistics. Recently, a study has highlighted that all introduced populations of R.
flavipes as its source population in New Orleans exhibited a particular colony breeding
structure that 1s characterized by hundreds of neotenics and by a propensity of colonies to fuse
(Perdereau et al. 2015). These two colony-level traits would have allowed introduced
populations to successfully invade new ranges (Perdereau er al. 2015). In the present study,
the lack of genetic variability at local scale did not permit to determine whether the population
of Tours and its agglomeration possess these two pre-adapted colony-level ftraits.
Nevertheless, the allelic frequency distribution for each colony (Tours, Joué-Les-Tours, La
Riche) suggested that these three infestations were relatively recent and originated a same

source in the CVL region.

Phylogeographic analysis has revealed different haplotype distribution within the two-
studied regions. The distribution of mitochondrial variant is heterogeneous in IDF and is
aggregative in CVL. Bayesian clustering analyses with nuclear markers, at the national scale
reveal two different number of cluster four in STRUCTURE analysis and seven in the
GENELAND analysis. Difference in inferring population number between the two algorithms
with or without spatial model may result in the population genetic diversity which was very
low in the French populations of R. flavipes (Rs mean for STRUCTURE clusters: 5.63;

GENELAND clusters: 2.97). While, using algorithm with spatial information seems more
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reliable regarding distances between termite infestations and the gene flows which may
occurred it may underestimate relationship between infestations. Low genetic diversity in
immvasive population may likely produce misleading clustering especially for successive
introductions (Lombaert e al. 2016). Indeed, both algorithms with and without spatial
information assumed that inferred clusters were panmictic units (Pritchard ef al. 2000; Guillot
et al. 2005b) but it is now well known that French termite colonies expressed intra- and inter-
colonial genetic viscosity (Dronnet ef al. 2005; Perdereau ef al. 2010a, 2015; Baudouin et al.
2017). This genetic viscosity is associated to budding dispersal which may result from
neotenic differentiation and reproduction in that alternative way of colony foundation. This
budding dispersal may occur at local scale where colony infestations extend spatially and bud
in several daughter colonies (Thorne er al. 1999) or at larger scale (i.e. national or global
scale) where colony infestations bud foundation was assisted with human-mediated dispersal
(Perdereau et al. 2013a; Andrieu ef al. 2017; Baudouin ef al. 2017). So we may think in that
context that individuals assigned together may come from the same source population and it is

more likely if they share the same haplotype.

The heterogeneous distribution of haplotypes found in the IDF region was also found with
the microsatellite loci analysis without spatial model (i.e. STRUCTURE) where genetic clusters
were not continuous units as expected under structured population. In this analysis all of the
clusters identified in the French population were represented in the IDF region (Fig 1A). In
including geographical informations, GENELAND analysis showed more stringent results
linked to geographic distribution of samples. Taking account of our previous remarks,
STRUCTURE analysis may likely reflect common origin of samples but have to be taken with
cautions because results of genetic analysis here may result from founder effect and genetic
drift (Simberloff 2009; Lawson Handley ef a/. 2011; Lombaert er al. 2016). We then may
think in Paris and in the IDF region several independent introduction have occurred and few
gene flow were expressed between localized infestations. Two of the genetic cluster identified
were also found in the Atlantic coast (S3 and S4; Fig. 1A) and a third (S2; Fig. 1A) was only
found in the CVL region and near Rouen city suggesting link between those infestations

where some may derived from others.

In CVL, the haplotype B prevailed and infestations were genetically and geographically
aggregated. Each aggregate is represented by one haplotype. Moreover this was confirmed by

the both microsatellite analyses with and without spatial model where samples were assigned
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to three genetic clusters which corresponded more or less to the haplotype distribution (exept
for haplotype CE). We here may think that the four haplotype aggregates could designated
four termite outbreak. We could observe congruence between clusters distribution of
STRUCTURE with the haplotype distribution of the COII gene (haplotype A and haplotype B;
Fig. 2 with S1 and S2 clusters; Fig. 1A) between IDF and CVL regions. So infestations
observed in both IDF and CVL regions should be related. Regarding the genetic diversity of
the cluster within both region, it was possible that CVL infestations in the Indre-et-Loire

French department may derived from Parisian or IDF infestations.

The genetic variant named haplotype A present in Richelieu and in Paris is the most
common variant observed in France and well represented in the Saintonge region (i.e. Poitou-
Charente). The genetic variant B found in Tours, its agglomeration (CVL region) and Juvisy-
Sur-Orge (Essonne, IDF region) was also found in the Tarn department. The genetic variant K
found in Chouzé-sur Loire (CVL region) was also found in the nearby city of Saumur. The C
and G variants found in IDF region were also found in the Gironde and Poitou-Charente
regions. The genetic variants D and F were only found in the IDF region and Paris in
particular and had never been found everywhere else in the world suggesting direct
introduction from unknown infestation in the US or new variant of the gene. The Atlantic
coast infestations seem to mainly be related to most of French infestations with the Bayesian
analysis results (S4 cluster; Figure 1A) but also with the haplotype distribution of COII gene
(haplotype A; Fig. 2). This supports the hypothesis that the population located on the Atlantic
coast within and around the Samntonge region (Poitou-Charente) was the primary introduced
population where most of the other French infestations came from, with successive
introductions which reached distant cities in the North (i.e., Rouen and Paris) and in the South
(1.e., Toulouse and Martigue). Finally, to date the variant observed in the Loiret department
never found in France, analyses showed that it was genetically close to a variant found in
North Carolina and Georgie US states suggesting independent and direct introduction from

the Atlantic coast of US to the Loiret department.

Cities are sustainable habitat to termite installation and spread (Baudouin ef al. 2017).
Authors have recently shown that Paris termite infestations may spread along the rail track
which was also observed at the CVL region scale in Andrieu ef al. (2017). In France, the rail
road network started in 1847 in Paris (St Lazare train station) and its expansion spread from

Paris to regions and most of its actual structure was built in 50 years. It may have been
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concomitant with the arrival of R. flavipes in France, supposed to occurred at the end of the
18™ century on the Atlantic coast and the Saintonge region which was reached by train in
early stage of rail road network development (i.e., before 1860; Schwartz ef al. 2011). We
may think that Paris had been quickly infested by its termite species but the first record of
termite presence in the capital went back to 1922 (Lesne 1923). In the CVL region the first
record of termite presence went back to 1965 in Chouzé-sur-Loire and more recent
observations i 1980’s for Tours agglomeration (Andrieu et al. 2017). Moreover, colonies
identified in this study have been found at less than 200 meters from rail way tracks
connecting colonies of the area together and with the North (i.e., Paris) and the South-west
(1.e., Bordeaux) of France where termite infestations are very dense. These elements would
confirm our hypothesis of successive itroductions from the West coast, step by step, from

one city to another, to the North and the South of France.
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Fig. S1 Minimum-spanning network of mtDNA haplotypes from Reticulitermes flavipes.

Colors differentiate distinct haplotypes and their number of samples between parentheses.
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Table S1 Samples information’s of Reficulitermes flavipes referring to locations and GPS positions (Lat/Lon), mtDNA COII haplotypes, inferred clusters with STRUCTURE
(S) and with GENELAND (G) on eight microsatellite loci of samples collected in Centre-Val de Loire (CVL) region, Ile-de-France (IDF) region and from the article of
Perdereau ef al. 2013a.

GPS coordinates Genbank Markers Estimated populations
‘Sal.nple Location Region Accession mtDNA nuclear
references Lat Lon Number COII DNA STRUCTURE | GENELAND

TCO1 Joué-les-Tours CVL 0.672386 47.352804 | MF447379 B X S1 Gl
TCO02 Joué-les-Tours CVL 0.672552 47.352256 | MF447380 B X S1 Gl
TCO03 Richelieu CVL 0.318788 47.012432 | MF447381 A X S2 G3
TC04 Richelieu CVL 0.361836 47.018821 | MF447382 A X S2 G3
TCO05 Tours CVL 0.668824 47.385258 | MF447383 B X S1 Gl
TCO06 Chouzé sur Loire CVL 0.126416 47.238239 | MF447384 K X S3 G5
TCO7 Chouzé sur Loire CVL 0.057419 47.214058 | MF447385 K X S3 G5
TCO08 Chouzé sur Loire CVL 0.057418 47.214058 | MF447386 K - - -

TC09 La Ville aux Dames CVL 0.780485 47.389017 | MF447387 B X S1 Gl
TC10 La Ville aux Dames CVL 0.780304 47.389065 | MF447388 B X S1 Gl
TC11 St Genouph CVL 0.601660 47.364034 | MF447389 B - - -

TC12 La Riche CVL 0.653515 47378117 | MF447390 B X S1 Gl
TC13 Berthenay CVL 0.523843 47.363269 | MF447391 B X S1 Gl
TC14 Fondettes CVL 0.645456 47.398418 | MF447392 B X S1 Gl
TC15 Saint Avertin CVL 0.730555 47357361 | MF447393 B X S1 Gl
TC16 Tours CVL 0.704274 47.380846 | MF447394 B X S1 Gl
TC17 Lemeré CVL 0.313972 47.100947 | MF447395 A X S2 G3
TC18 La Ville aux Dames CVL 0.780485 47.389017 | MF447396 B X S1 Gl
TC19 St Genouph CVL 0.584546 47.369234 | MF447397 B X S1 Gl
TC20 Berthenay CVL 0.534227 47364001 | MF447398 B X S1 Gl
TC21 Montlouis sur Loire CVL 0.859446 47.381838 | MF447399 B X S1 Gl
TC22 La Riche CVL 0.651186 47.377883 | MF447400 B X S1 Gl
TC23 Tours CVL 0.693902 47.360997 | MF447401 B X S1 Gl
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GPS coordinates Genbank Markers Estimated populations
‘Sal.nple Location Region Accession mtDNA nuclear
references Lat Lon Number COII DNA STRUCTURE | GENELAND
TC24 Manthelan CVL 0.839098 47.136961 | MF447402 B X S1 Gl
TC25 Cravant les Coteaux CVL 0.345702 47.158618 | MF447403 A X S2 G3
TC26 Chaveignes CVL 0.405129 47.052326 | MF447404 A X S2 G3
TC27 Savonniéres CVL 0.561769 47.336450 | MF447405 B - - -
TC28 Savonniéres CVL 0.561572 47.336345 | MF447406 B X S1 Gl
TC29 La Riche CVL 0.648383 47.385851 | MF447407 B X S1 Gl
TC30 La Riche CVL 0.648383 47.385851 | MF447408 B X S1 Gl
TC31 Berthenay CVL 0.490155 47.351929 | MF447409 B X S1 Gl
TC32 Berthenay CVL 0.490155 47.351929 | MF447410 B X S1 Gl
TC33 Joué-les-Tours CVL 0.671869 47.346523 | MF447411 B X S1 Gl
TC34 Beaumont en Véron CVL 0.189572 47.178468 | MF447412 A X S2 G3
TC35 Cravant les Coteaux CVL 0.312551 47.162484 | MF447413 A X S2 G3
TC36 Cravant les Coteaux CVL 0.313507 47.162481 | MF447414 A X S2 G3
TC37 Cravant les Coteaux CVL 0.314891 47.162313 MF447415 A - - -
TC38 Savonniéres CVL 0.561769 47.336450 | MF447416 B X S1 Gl
TC39 Fay aux loges CVL 2.144386 47.923287 | MF447417 CE X S1 Gl
TC40 Berthenay CVL 0.523818 | 47.363357 | MF447418 B X S1 Gl
TC41 La Riche CVL 0.660084 47.380681 | MF447419 B - - -
TC42 La Riche CVL 0.642519 47.378285 | MF447420 B X S1 Gl
TC43 La Riche CVL 0.638916 47387371 | MF447421 B X S1 Gl
TC44 Berthenay CVL 0.524826 47.362359 | MF447422 B - - -
TC45 Fondettes CVL 0.583159 47.398897 | MF447423 B X S1 Gl
TC46 Tours CVL 0.695069 47.402991 | MF447424 B X S1 Gl
TC47 Manthelan CVL 0.838949 47.137636 | MF447425 B - - -
TC48 Manthelan CVL 0.839400 47.137772 | MF447426 B X S1 Gl
TC49 Beaumont en Véron CVL 0.190431 47.178306 | MF447427 A X S2 G3
TC50 Beaumont en Véron CVL 0.189979 47.178763 | MF447428 A X S2 G3
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GPS coordinates Genbank Markers Estimated populations
‘Sal.nple Location Region Accession mtDNA nuclear i
references Lat Lon Number COII DNA STRUCTURE | GENELAND
TCs1 Beaumont en Véron CVL 0.189782 47.178548 | MF447429 A X S2 G3
TC52 Beaumont en Véron CVL 0.190341 47.178579 | MF447430 A X S2 G3
TC53 Beaumont en Véron CVL 0.189460 47.177700 | MF447431 A X S2 G3
TC54 Beaumont en Véron CVL 0.190146 47.178141 | MF447432 A X S2 G3
TC55 Chouzé sur Loire CVL 0.155466 47.249421 | MF447433 K X S3 G5
TC56 Chouzé sur Loire CVL 0.155466 47.249421 | MF447434 K X S3 G5
TC57 Ligré CVL 0.287359 47.122481 | MF447435 A X S2 G3
TC58 Berthenay CVL 0.523357 47363168 | MF447436 B X S1 Gl
TC59 St Cyr sur Loire CVL 0.648244 47.396521 | MF447437 B X S1 Gl
TC60 Lemeré CVL 0.313992 47.100907 | MF447438 A X S2 G3
TC61 Richelieu CVL 0.315087 47.009289 | MF447439 B X S1 G3
TC62 Richelieu CVL 0.315087 47.009289 | MF447440 B X S1 G3
PPO1 Paris 9% IDF 2.328885 48.883059 | MF447334 D X 93 G7
PP02 Paris 8% IDF 2.309844 48.872253 | MF447335 D X 93 G7
PPO3 Paris 16% IDF 2.269412 48.862134 | MF447336 D X S3 G7
PP04 Paris 13® IDF 2.366112 48.832472 | MF447337 D X S3 G7
PPO5 Paris 16™ IDF 2.273899 48.855622 | MF447338 A X S2 G7
PP06 Paris 16% IDF 2.265278 48.856083 | MF447339 A X g2 G7
PPO7 Paris 8% IDF 2.297101 48.874092 | MF447340 A X g2 G7
PPO8 Paris 8% IDF 2.305418 48.866640 | MF447341 A X S2 G7
PP09 Paris 8% IDF 2.308376 48.869948 | MF447342 A X S2 G7
PP10 Paris 19® IDF 2.375387 48.892660 | MF447343 A X S2 G7
PP11 Paris 17% IDF 2.316588 48.892582 | MF447344 A X g2 G7
PP12 Paris 17% IDF 2.314745 48.895147 | MF447345 A X g2 G7
PP13 Paris 17% IDF 2.312607 48.894377 | MF447346 A X S2 G7
PP14 Paris 4% IDF 2.358742 48.854871 | MF447347 A X S2 G7
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GPS coordinates Genbank Markers Estimated populations
‘Sal.nple Location Region Accession mtDNA nuclear i
references Lat Lon Number COII DNA STRUCTURE | GENELAND
PP15 Paris 19® IDF 2.383244 48.895670 | MF447348 A X g2 G7
PP16 Paris 15% IDF 2.297947 48.836407 | MF447349 A X g2 G7
PP17 Paris 6% IDF 2.340149 48.849259 | MF447350 A X S2 G7
PP18 Paris 224 IDF 2.326792 48.869445 | MF447351 A X g2 G7
PP19 Clichy IDF 2.310576 48.898353 | MF447352 A X S2 G7
PP20 Paris 2°¢ IDF 2.336417 48.871278 | MF447353 A X S2 G7
PP21 Paris 8® IDF 2.325101 48.871073 | MF447354 A X S2 G7
PP22 Paris 9% IDF 2.334690 48.872598 | MF447355 A X g2 G7
PP23 Paris 17% IDF 2313111 48.898861 | MF447356 A X g2 G7
PP24 Paris 13% IDF 2.376889 48.823810 | MF447357 A X S2 G7
PP25 Paris 19% IDF 2.376382 48.893711 | MF447358 A X S2 G7
PP26 Paris 20™ IDF 2.404611 48.876833 | MF447359 A X S2 G7
PP27 Paris 12% IDF 2.398848 48.833127 | MF447360 A X g2 G7
PP28 Paris 7% IDF 2.298639 48.860268 | MF447361 A X g2 G7
PP29 Morigny champigny IDF 2.345548 48.802870 | MF447362 D X S3 G2
PP30 Etampes IDF 2.189168 48.451230 | MF447363 D X S3 G2
PP31 Kremlin-Bicétre IDF 2.155279 48.431944 | MF447364 D X S3 G2
PP32 Sotteville-Lés-Rouen - 1.081944 49.413889 | MF447365 A X S2 G7
PP33 Juvisy-Sur-Orge IDF 2.380556 48.693056 | MF447366 B X S1 G2
PP34 Puteaux IDF 2.288889 48.996667 | MF447367 H X S3 G7
PP35 Etampes IDF 2.2027778 48.573333 | MF447368 D X S3 G2
PP36 Chatou IDF 2.163333 48.900556 | MF447369 D X S3 G7
PP37 Fontenay sous Bois IDF 2461945 48.850833 | MF447370 A X S2 G7
PP38 Champigny sur Marne IDF 2.529722 48.820833 | MF447371 D X S3 G2
PP39 Paris 17% IDF 2.312791 48.895372 | MF447372 A X S2 G7
PP40 Villeneuve le roi IDF 2.432681 48.727928 | MF447373 D X S3 G2

184



GPS coordinates Genbank Markers Estimated populations
. Sal.nple Location Region Accession mtDNA nuclear i
references Lat Lon Number COII DNA STRUCTURE | GENELAND
PP41 Villejuif IDF 2.364362 48.794416 | MF447374 D X S3 G2
PP42 Villejuif IDF 2.364602 48.794454 | MF447375 D X S3 G2
PP43 Choisy le roi IDF 2.425551 48.763443 | MF447376 D X S3 G2
PP44 Versailles IDF 2.130490 48.796663 | MF447377 C X S3 G7
PP45 Saint Denis IDF 2.361577 48.916058 | MF447378 C X S3 G7
Fr01 Petit Quevilly - 1.05388900 | 49.43111100 | JQ280596 A X S4 G4
Fr02 Pacy sur Eure - 1.38280000 | 49.01670000 | JQ280576 D X S4 G4
Fr03 Paris 7% IDF 2.30026880 | 48.85758130 | JQ280605 A X S4 G7
Fr04 Paris 8% IDF 2.34769810 | 48.84049180 | JQ280604 A X S4 G7
Fr05 Paris 8® IDF 2.32608690 | 48.87057530 | JQ280603 A X S4 G7
Fr06 Paris 9% IDF 2.34567040 | 48.88236550 | JQ280606 A X S4 G7
Fr07 Paris 11% IDF 2.36571720 | 48.86661990 | JQ280607 A X S4 G7
Fr08 Paris 11% IDF 2.36543040 | 48.86636790 | JQ280572 D X S4 G7
Fr09 Paris 11% IDF 2.36822810 | 48.85693410 | JQ280571 A X S4 G7
Frl0 Paris 13® IDF 2.36623980 | 48.83447990 | JQ280577 D X S4 G7
Frll Paris 13® IDF 2.36828200 | 48.83175880 | JQ280578 A X S4 G7
Fri2 Paris 16% IDF 2.39252190 | 48.88214850 | JQ280579 F X S4 G7
Frl3 Paris 16% IDF 2.27917550 | 48.86543140 | JQ280580 A X S4 G7
Fr14 Puteaux IDF 2.23888900 | 48.88500000 | JQ280582 A X S4 G7
Frl5 Pantin IDF 2.40168000 | 48.89658000 | JQ280584 F X S4 G7
Frl6 Bagnolet IDF 2.41810000 | 48.86920000 | JQ280581 D X S4 G7
Frl7 Montreuil IDF 2.44361100 | 48.86111100 | JQ280583 D X S4 G7
Fri8 Créteil IDF 2.46277800 | 48.79111100 | JQ280585 D X S4 G2
Fr19 Le Mans - 0.19694400 | 48.00416700 | JQ280575 A X S4 G7
Fr20 La Baule-Escoublac - -2.39080000 | 47.28670000 | JQ280554 E X S4 G4
Fr21 Saumur - -0.07694410 | 47.26000000 | JQ280566 K X S4 G4
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GPS coordinates Genbank Markers Estimated populations
. Sal.nple Location Region Accession mtDNA nuclear
references Lat Lon Number Con DNA | STRUCTURE | GENELAND
F128 St Martin de Macon - -0.11416700 | 47.01440000 | JQ280555 A X 4 G4
Fr29 Thouars - -0.21416700 | 46.97583290 | Q280587 A X 4 G4
Fr30 C“'oﬁoillf:ftsst“ de - 1.23750000 | 46.62222200 | 7Q280558 A X <4 G4
F131 Poitiers - 0.33611200 | 46.58194500 | 1Q280573 A X 4 G4
Fr32 Jazeneuil - 0.06972190 | 46.46583300 | 1Q280588 A X 4 G4
Fr33 La Couarde - -0.15930010 | 46.32000000 | JQ280589 A X 4 G4
Fr34 Niort - -0.46055600 | 46.32583300 | JQ280556 A X 4 G4
F135 Olonnes - -1.82749990 | 46.54944000 | Q280590 A X 4 G4
F136 Tle de Ré - -1.43377990 | 46.20130000 | JQ280591 A X 4 G6
Fr37 La Rochelle - -1.14996000 | 46.16003700 | Q280549 A X 4 G6
Fr38 Tle d'Aix - -1.17249990 | 46.01280000 | JQ280574 C X s3 G6
Fr39 Tle d'Oléron Boyardville - -1.33166700 | 45.97972200 | Q280594 A X 4 G4
Fr40 Tle d'Oléron Saumonard - -1.24052900 | 45.97316800 | Q280593 C X 4 G4
Fral e d?}f;i;f’sables' - -1.37841200 | 45.96117400 | 7Q280592 c X <4 G4
Fr42 Tle d'Oléron St Trojan - -1.24630500 | 45.85794500 | JQ280597 C X 4 G4
Fr43 Tle d'Oléron St Trojan - -1.23995000 | 45.84185900 | JQ280598 A X 4 G4
Fra4 Rochefort - -0.95878600 | 45.94211100 | J7Q280601 A X 4 G4
Fr45 La Coubre - -1.22812300 | 45.77558900 | Q280595 C X 4 G4
Fr46 La Tremblade - -1.14166700 | 45.76944400 | Q280542 C X 4 G4
Fra7 Saintes - -0.63330000 | 45.74640000 | JQ280602 C X 4 G4
Fr48 St Georges de Didonne - -0.99783800 | 45.60271600 | Q280545 C X 4 G4
Fr49 Mortagne sur Gironde - -0.78361100 | 45.48361100 | JQ280546 A X sS4 G4
Fr50 Vindelle - 0.12249990 | 45.72110000 | JQ280557 A X 4 G6
Fr51 Jarnac - -0.17580000 | 45.68140000 | Q280540 A X 4 G4
Fr52 Galgon - -0.27138900 | 44.99222200 | JQ280547 C X 4 G4
Fr53 St-Loubes - -0.42694390 | 44.91810000 | Q280563 I X 4 G4
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GPS coordinates Genbank Markers Estimated populations
‘Sal.nple Location Region Accession mtDNA nuclear
references Lat Lon Number COII DNA STRUCTURE | GENELAND
Fr54 Pessac - -0.63111100 | 44.80666700 | JQ280565 H X S4 G4
Fr55 Talence - -0.58400000 | 44.80000000 | JQ280564 A X S4 G4
Fr56 St-Médard en Jalles - -0.71638900 | 44.89638900 | JQ280544 C X S4 G4
Fr57 St-Médard en Jalles - -0.71638900 | 44.89639000 | JQ280548 C X S4 G4
Fr58 La Teste-de-Buch - -1.14571100 | 44.62000000 | JQ280551 C X S4 G4
Fr59 Arcachon - -1.16918600 | 44.65278000 | JQ280550 C X S4 G6
Fr60 St-Michel de Montaigne - 0.03083310 | 44.87500000 | JQ280560 A X S4 G6
Fr61 Castillon-la-Bataille - -0.04333300 | 44.85416700 | JQ280543 A X S4 G6
Fr62 Bergerac - 0.48305500 | 44.85194390 | JQ280561 7 X S4 G6
Fr63 Eymet - 0.39888900 | 44.66861100 | JQ280553 A X S3 G6
Fr64 Montauban - 1.35583290 | 44.01805600 | JQ280541 E X S4 G6
Fr65 Montans - 1.88611100 | 43.86722200 | JQ280539 B X S3 G6
Fr66 Albi - 2.14638900 | 43.92888900 | JQ280599 B X S4 G6
Fr67 St Pierre dTrube - -1.45777800 | 43.47719990 | JQ280562 C X S4 G6
Fr68 Anglet - -1.51833400 | 43.48499990 | JQ280559 C X S4 G6
Fr69 Toulouse - 1.44396190 | 43.60448200 | JQ280552 G X S4 G6
Fr70 Martigues - 5.04750000 | 43.40527800 | JQ280600 A X S4 G6
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Table S2 Samples information’s of Reficulitermes flavipes referring to locations and GPS positions (Lat / Lon)

collected at the local scale of the Tours agglomeration.

GPS coordinates
Sample references Location
Lat Lon
Tours
TCTO1 Allée Pr G. Louis 0.695303 | 47.359534
TCTO02 Allée J. de la Bruyere | 0.694249 | 47.359721
TCTO03 Allée J. de la Bruyere | 0.693971 47.359811
TCT04 Allée J. de la Bruyere | 0.693946 | 47.360151
TCTO0S5 Allée J. de la Bruyere | 0.693904 | 47.360420
TCTO06 Allée J. de la Bruyere | 0.693762 | 47.360717
TCTO07 Allée J. de la Bruyere | 0.693902 | 47.360997
TCTO8 Allée J. de la Bruyere | 0.693935 | 47.360907
TCTO09 Allée J. de la Bruyere | 0.694258 | 47.360896
TCT10 Allée J. de la Bruyere | 0.694274 | 47.360410
TCT11 Allée Pr G. Louis 0.695283 | 47.359898
TCT12 Rue Bergeonnerie 0.694774 | 47.359074
TCT13 Allée J. de la Bruyere | 0.693725 | 47.361527
TCT14 Allée J. de la Bruyere | 0.693781 47361768
TCT15 Allée J. de la Bruyere | 0.694171 47.362130
Joué les Tours
TCJITO1 Parc de la Rabiére 0.671906 47.34668
TCIT02 Parc de la Rabiére 0.671869 | 47.346523
TCITO03 Parc de la Rabiére 0.671634 | 47.346157
TCIT04 Parc de la Rabiére 0.671609 | 47.345956
TCITO5 Parc de la Rabiére 0.671402 | 47.345772
TCIT06 Rue de la rabiére 0.666619 | 47.345647
TCITO07 Rue Verdun 0.665254 | 47.346108
TCITO8 Rue Verdun 0.666043 | 47.346282
TCIT09 Rue Verdun 0.665917 | 47.346431
TCIT10 Rue Verdun 0.665732 | 47.346712
TCIT11 Rue Verdun 0.665874 | 47.346844
La Riche
TCLRO1 Chemin du Vivier 0.642519 | 47.378285
TCLRO2 Chemin du Vivier 0.641321 47.377959
TCLRO3 Rue des Montils 0.641614 | 47.377159
TCLRO04 Chemin du Vivier 0.642656 | 47.377928
TCLROS Rue des Montils 0.642832 | 47.377237
TCLRO6 Rue des Montils 0.643455 | 47.376065
TCLRO7 Rue des Montils 0.642518 | 47.376374
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Table S3 Haplotypic diversity of the mitochondrial gene COII (Cytochrome Oxidases subunit II) of

Reticulitermes flavipes samples in the French population.

n  Nh Hd Nd (Pi)
Region
Ile de France 63 6 0.561 £0.047 0.0032
Centre-Val de Loire 62 4 0531+0.053 0.0024
France 175 12 0.720+0.024 0.0047
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Quatrieme partie

- Discussion -






Au cours de cette thése, nous avons cherché a déterminer quelles pouvaient étre les
caractéristiques permettant au termite invasif R. flavipes de s’installer et persister en milieu

urbain et plus particulierement dans la ville de Paris.

L’ensemble des résultats obtenus confirme que certaines caractéristiques de
I’organisation sociale de ce termite, observées dans la population source et dans les zones
forestiéres de son aire d’introduction, sont retrouvées en milieu urbain et pourraient lui
permettre de s’installer et de persister dans ce milieu particulier. De plus, on a pu voir
que cet habitat posséde les caractéristiques idéales pour que cette espéce s’installe et
prolifére. Nous allons ici discuter plus particuliérement de Pimplication de ces
caractéristiques biologiques et paysagéres sur le succes invasif de cette espéce. Grace aux
données obtenues au cours de cette thése, nous proposerons ensuite quelques scénarios
sur I’histoire de I’invasion de ce termite en France, puis nous présenterons quelques
outils et préconisations qui pourraient permettre, selon nous, d’améliorer la lutte contre

cet insecte nuisible en ville.
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A. Une organisation sociale urbaine

La capacité a fusionner et le grand nombre de reproducteurs actifs au sein des colonies de
R. flavipes en milieu urbain confirment les traits biologiques propres aux populations

nvasives de ce termite.

1. Structures reproductrices

On sait que la structure reproductrice au sein des colonies de Reticulitermes flavipes,
peuvent étre variables dans son aire d’origine (Vargo er al. 2013 ; Perdereau et al. 2015).
Comme cela a été constaté dans les études précédentes effectuées dans son aire d’introduction
(Dronnet et al. 2005 ; Perdereau ef al. 2010a ; Perdereau er al. 2015), nous n’avons toujours
pas identifi¢é de familles simples dans les populations urbaines. Nous avons également
constaté que le pourcentage de familles mixtes est treés élevé en France (entre 25% et 38,9%)
(Etudes 1 p85 et 2 pl17), comparé aux pourcentages observés aux Ftats-Unis (entre 0% et
13,6%, Vargo et Husseneder 2009). De plus, il est possible que le pourcentage de familles
mixtes en France soit sous-estimé. En effet, comme le précisaient Perdereau et al. (2010a),
notre capacité a distinguer les familles mixtes des familles étendues se base uniquement sur le
nombre d’alleles présents dans la colonie. Au vu de la faible diversité génétique des
populations francaises reflétée par des marqueurs microsatellites peu polymorphes et des
valeurs de richesse allélique treés faibles (Rs = [1,96; 4.73], contre 10,4 a la Nouvelle
Orléans ; Perdereau ef al. 2015), notre capacité a détecter les familles mixtes en est d’autant
plus réduite. En effet, dans I’étude 1 (p85), qui reprenait une partie des individus
¢chantillonnés par S. Dronnet durant sa thése, on a pu identifier des familles mixtes avec
I'utilisation de 2 loci microsatellites différents (Rf6-1 et Rf21-1). Ces loci plus polymorphes
n’avaient pas €té utilisés a I’époque et c’est probablement la raison principale par laquelle
aucune famille mixte n’avait pu étre détectée (Dronnet er al. 2005 ; Dronnet ef al. 2006). De
plus, dans I’étude 3 (p149), par exemple, toutes les colonies identifiées étaient des familles
¢tendues mais 4 loci microsatellites étaient monomorphes et la richesse allélique était tres
faible (Rs = [1,96 ; 2,19]). Nous ne pouvons donc pas exclure le fait que certaines de ces
colonies considérées comme familles étendues, apreés analyse, étaient en réalité¢ des familles

issues de fusion coloniale, mais nous ne sommes pas en mesure de le démontrer.
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On a pu, pour la premiere fois, trouver 103 reproducteurs néoténiques au sein d’une
colonie de Reticulitermes flavipes et ce en ville (Etude 2, Figure 17 p121). Cette découverte
corrobore les résultats trouvés par les inférences génétiques qui nous indiquaient qu'un grand
nombre de reproducteurs néoténiques (supérieur a 100) étaient actifs dans les colonies de
I’aire invasive. L’inférence de la présence de ce grand nombre de reproducteurs suggere que
les colonies s’étendent en réseaux tres vastes de nids apparentés et interconnectés. De plus,
I’apparentement fort qu’il en résulte augmente les taux de consanguinité au sein des colonies
(Fcr =[0.20 — 0.25]). 1 est connu que la dépression de consanguinité affecte de nombreuses
especes animales. Ce phénomeéne peut avoir de nombreuses conséquences allant de
I’évolution des systemes de reproduction a la disparition des populations (Pusey and Wolf
1996 ; Hedrick and Kalinowski 2000). Méme s’il est commun de 1’observer chez les insectes
sociaux (Cook and Crozier 1995 ; Darvill e al. 2006) et chez les termites en particulier
(Myles 1999 : Thorne ef al. 1999), certains mécanismes d’évitement sont mis en place, tels
que I’évitement de partenaires apparentés lors des vols d’essaimages, avec par exemple une
temporalité décalée dans I’envol d’un sexe par rapport a I’autre (Bulmer 1983 ; DeHeer and
Vargo 2006). Cependant, 1’absence d’observation de famille simple et ’abondance de ces
reproducteurs néoténiques dans les colonies ne permettent pas de mettre en évidence ce type
de mécanismes dans les populations frangaises. Malgré tout, il a été observé que la structure
ouverte des colonies et leur capacité a fusionner entre elles permettraient de compenser les
effets potentiellement néfastes de la consanguinité induite par la néoténie (DeHeer and Vargo
2004 ; Perdereau er al. 2010a, b). On ne connait pas encore aujourd’hui les mécanismes qui
sont a I’origine de cette différenciation en néoténiques mais plusieurs pistes sont a I’étude (Su
et al. 2017 ; Sun et al. 2017), telle que la détermination génétique (E.L. Vargo, données non

publiés).

Chez un autre termite souterrain, Coptotermes formosanus, trés mvasif dans le monde et
notament aux Etats-Unis, le pattern d’invasion est trés différent de celui observé chez R.
Sflavipes. La faible diversité génétique observée dans les populations invasives de ce termite
n’entraine pas la formation de vastes colonies polygynes comme chez les autres especes de
termites (p.ex., Reficulitermes spp.) et chez certaine especes de fourmis invasives (p.ex., La
fourmi de feu et la fourmi d’Argentine) (Husseneder ef al. 2012 ; Helanterd ef al. 2009). En
effet, les populations natives de C. formosanus présentent principalement des colonies

¢tendues avec un grand nombre de reproducteurs néoténiques et les populations invasives
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présentent principalement des colonies simples (Husseneder et al. 2012). Cependant, il a été
observé que certaines populations en milieu urbain pouvaient, contrairement a populations
¢tudiées en milieux moins urbanisés, avoir un grand nombre de colonies étendues (avec peu
de néoténiques toutefois) (Aluko et Husseneder 2007). De plus, comme pour R. flavipes,
I’expansion de 1’aire d’invasion de cette espéce aux Etats-Unis est supposée étre associée aux
activités ferrovaires (Jenkins er al. 2002). Comme nous 1’avons vu pour R. flavipes, le milieu
urbain pourrait jouer un role dans la dynamique d’invasion d’autres especes invasives et ainsi
la production de colonies étendues ainsi que la dispersion via les activités humaines seraient

peut-étre des réponses évolutives aux pressions de ce milieu urbain.

2. Modes de dispersion

On a pu voir en introduction qu’il existait, chez les especes du genre Reticulitermes, deux
modes de dispersion : I’essaimage via les adultes ailés et le bouturage via la différenciation de
néoténiques (p54). Dans la majorité des especes de termites, 1’essaimage est le principal mode
de dispersion qui permet une homogeénéisation des flux de genes au sein des populations. En
effet, I’appariement aléatoire des individus, dans ce type de reproduction, contribue au
croisement génétique entre les colonies. II en résulte souvent une structuration en une seule
population sur une grande zone géographique correspondant plus ou moins aux distances de
dispersion des ailés (Bulmer 1983 ; Thorne er al. 1999 ; Bulmer et al. 2001). Le bouturage en
revanche va créer de la viscosité génétique associée a un isolement par la distance (IBD)
(Wright 1943). En effet, la différenciation d’individus en néoténiques et leur reproduction
consanguine associée va créer par bouturages successifs de la différenciation génétique avec
la distance qui sépare les nids bouturés (Dronnet ez a/. 2005 ; Leniaud et al. 2009 ; Perdereau
et al. 2010a ; Perdereau er al. 2015). Les différentes études que nous avons réalisées ici ont pu
mettre en évidence cette structure particuliere de bouturage colonial et I’observation d’IBD au
sein des colonies de R. flavipes. De plus, a I’échelle de la ville de Paris, on a pu observer des
groupes génétiques déconnectés géographiquement (Etude 2, Fig. 2 p 136). Ces groupes sont
probablement le fruit de fragments coloniaux bouturés par I’'Homme. En effet, il est fortement
suggéré que dans son aire invasive, la dispersion de R. flavipes soit avant tout favorisée par
I’homme (Bagneres ef al. 1990 ; Vieau 1993 ; Dronnet er al. 2005 ; Perdereau ef al. 2010a ;
Perdereau ef al. 2015), ce que I’on a pu mettre en avant dans 1’é¢tude 2 (p117). De plus, étant
donné le pattern de distribution des termites, il est peu probable que I’expansion soit

uniquement déterminée par leur capacité de dispersion intrinseque. La dispersion par
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essaimage (sur de moyennes distances) ou par bouturage (sans I’aide de ’homme, sur de
courtes distances) est limitée a une centaine de métres chez cette espece (Grace 1990 ; Shelton
et al. 2006 ; Vargo and Carlson 2006). Bien que les essaimages soient fréquents dans les
foréts de la cote atlantique (Vieau 2001 ; Perdereau ef al. 2010a ; Brossette er al. 2017), ils
sont relativement rares a Paris et restent anecdotiques (Lohou er al. 1997). De plus, si un
essaimage se produit en milieu urbain, la probabilité qu’il ait lieu dans un batiment est tres
¢levée et la probabilité qu’un individu trouve un partenaire d’une autre colonie en ville est
extrémement faible. Dans certains cas, a Paris, on a observé des distances de 1’ordre du
kilometre entre deux points assignés a la méme colonie. On peut attribuer ce résultat au fait
qu'une partie d’une infestation ait été transportée pour fonder une seconde infestation
expliquant la similarité¢ des entités génétiques observées. Cependant, on ne peut pas exclure
que deux infestations (ou plus) aient été fondées indépendamment et possedent des

distributions génotypique similaires.

La fondation coloniale par le bouturage semble alors étre une stratégie bien plus efficace
que I’essaimage. Fonder une nouvelle colonie rapidement avec peu d’individus grace a la
différenciation de néoténiques en quelques mois, permet de se répandre tres vite et trés loin
(Pichon et al. 2007 ; Leniaud ef al. 2011). Le bouturage permet également de survivre aux
variations climatiques (hiver) dans les premiers stades de la fondation via la production rapide
d’un grand nombre d’individus, contrairement a la fondation par essaimage qui nécessite un
temps beaucoup plus long pour obtenir les premiers individus (Janowiecki et al. 2013 ;
Brossette er al. 2017). 11 est possible alors qu’il y ait eu un changement de stratégie de
reproduction, de ’essaimage vers le bouturage, pour les populations vivant dans des habitats
soumis a de fortes perturbations humaines (Bourguignon er al. 2016). Ces changements se
sont peut-étre produits a I’origine en Louisiane (c.-a-d., dans la population source des
populations de R. flavipes invasives), et peuvent étre une des raisons pour lesquelles aucune
famille simple n’ait été observée, ni dans les populations urbaines ni dans les populations

forestieres, que ce soit en France mais aussi au Chili (Perdereau ef al. 2015).

3. Délimitation coloniale

L’identification des limites coloniales et les implications que cela entraine sur 1’étude des
termites souterrains restent un grand défi malgré les avancées significatives que nous avons

pu obtenir. Nous avons pu identifier et voir 1’évolution dans le temps d’entités génétiques
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(colonies) grace a I’utilisation de la génétique du paysage, qui permet de tenir compte a la fois
de la distribution des génotypes des individus échantillonnés et de la distribution spatiale de
ces eéchantillons. La plupart des études qui se penchent sur les analyses des patterns spatiaux
au sein des structures génétiques mettent en avant I’importance des procédures et la taille des
¢chantillonnages influencant les résultats (Balkenhol and Fortin 2016). Le mode de vie
cryptique et la structure complexe des colonies de termites souterrains (toutes especes
confondues) rendent difficile I’étude de ces colonies dans leur intégralité. De plus, dans le
paysage urbain plus particulierement, 1’échantillonnage des ouvriers fourrageurs est d’autant
plus complexe car difficile a identifier au milieu de toutes les infrastructures présentes. Ainsi,
leur échantillonnage ne peut étre exhaustif (Vargo and Parman 2012). Une difficulté
supplémentaire chez R. flavipes, en particulier dans les populations invasives, est sa structure
coloniale unique qui rend la détermination des limites coloniales plus difficiles si 1’on utilise
les approches classiques qui se basent uniquement sur la différenciation génotypique entre
points de collecte (Dronnet ef al. 2005 ; Perdereau ef al. 2010a ; Perdereau et al. 2015). Le
défi reste important car, malgré I’identification de structures fortes et significatives,
I'utilisation de ces approches se fait dans un cadre théorique ou les populations sont
considérées panmictiques* et a 1’équilibre d’Hardy-Weinberg, ce qui n’est pas le cas de nos
colonies au sein desquelles les niveaux de consanguinité sont tres élevés. Cela nous permet
cependant de discuter de la notion de colonie comme entité fonctionnelle, génétique et

spatiale.

Au vu des résultats obtenus dans nos différentes études, il est nécessaire de redéfinir le
terme « colonie » chez cette espece, et plus généralement chez les termites souterrains.
Comme nous 1’avons vu en introduction (p55), chez les termites souterrains, les points
d’échantillonnage ne présentant pas de différenciation génétique sont considérés comme
appartenant a la méme « colonie » (Dronnet et al. 2005 ; Aluko and Husseneder 2007 ; Vargo
and Parman 2012 ; Perdereau et al. 2015). Comme cela a été observé par Dronnet et al.
(2005) et lors de cette these, certains points d’échantillonnage peuvent étre groupés ensemble
sans pour autant étre physiquement connectés et, méme parfois distants de plusieurs
kilométres (exemple : Etude 1, p85: 1492.78 métres séparent deux points non différenciés
génétiquement), et méme de dizaines de kilometres (Leniaud er al. 2010). Il a été observé et
défini des « colonies » tres étendues spatialement (plusieurs centaines de meétres) dans les

foréts d’Olonne et Oléron, ainsi qu’a Paris (Dronnet et al. 2005 ; Perdereau er al. 2010a ;
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Perdereau er al. 2015). De plus, la capacité de ces colonies a fusionner entre elles laisse
penser que cette structure particuliere fait référence a ce qui est défini chez les insectes
sociaux par le terme « supercolonies » ou encore « entités unicoloniales », comme cela a été
observé chez R. wrbis dans la ville de Domene (Leniaud er al 2009). Ce terme est
régulierement employé pour décrire les vastes colonies de fourmis polygynes (issues de
multiples reines) et polydomes (issues de multiples nids) (Helanterd er al. 2009 ; Schultner ez
al. 2016). Cependant, ce terme non plus ne semble pas approprié ici, car la présence d’un
pattern d’isolement par la distance entre les points d’une meéme « colonie » suggere la
présence de réseaux avec des centres reproductifs indépendants révélant ainsi plusieurs nids
bouturés. On peut, donc dans notre contexte d’étude, utiliser le terme « d’entités coloniales »
faisant référence aux différents nids bouturés. Ceci semble plus appropri€ et décrit la structure
coloniale de cette espéce dans son aire invasive, en faisant référence a des infestations

spatialement structurées en plusieurs entités coloniales.
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B. Structure urbaine particuliere

Les traits biologiques observés dans les populations invasives de cette espeéce ne
permettent pas a eux seuls d’expliquer la structure et la dynamique d’invasion de ce termite.
La forte densité¢ d’infrastructures humaines et de batiments est fortement associée a la
présence de termites, mais également a leur propagation. En effet, la structure du bati parisien
et son organisation générale en font un habitat favorable a I’installation et la prolifération de
cet insecte. La présence de nombreuses sources de cellulose et la connectivité¢ entre les
structures permettent aux termites de survivre et de s’étendre facilement. Malgré un
¢chantillonnage difficile et peu satisfaisant, au regard de ce qui est idéal dans les approches de
génétique du paysage, nous avons pu associer et quantifier I’influence de wvariables
environnementales sur la structuration des colonies et entités coloniales des populations de ce

termite nvasif.

1. Le bat1

La surface recouverte par un batiment a Paris représente 60% de la surface totale du
territoire de la ville. Paris est la ville européenne la plus dense. Elle est comparable sur ce
critére a celle de Mumbai en Inde (Jallon er al. 2017). Cette densité est organisée et structurée
pour rendre la ville fonctionnelle. Cette structure est principalement héritée des grands
travaux réalisés par le baron Haussmann. Ces travaux avaient pour but que Paris soit
« agrandie, embellie et assainie »*2. Durant 17 ans, les travaux dans la ville ont permis
I'installation de 600km d’égouts, 175km de voirie et un renouvellement intégrale de 75% du
bati (Jallon et al. 2017). Haussmann donne, encore aujourd’hui, une limite a la ville et une
forme particuliére a son paysage. En effet, lorsque 1’on regarde la distribution des périodes de
construction des batiments de Paris (Figure 19), on constate que pres de 50% du bati actuel a

été construit avant 1914, période durant laquelle les travaux haussmanniens se terminaient.

Haussmann a fait de la structure en ilots son principal instrument pour dessiner la ville.
L’ilot, dans lequel le découpage de la parcelle est fait, est déterminé par la configuration

future du bati. Les ilots parisiens sont caractérisés par leur unité d’assemblage qui peut étre

22 programme de Napoléon III mis en ceuvre par le baron Haussmann, préfet de la Seine de 1853 a 1870.
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un batiment unique ou plusieurs unités indépendantes. Il est également possible de rénover ou
de reconstruire certaines unités, tout en conservant la logique de I’ensemble. La mitoyenneté
trés €levée, ’agrégation importante, I’inscription circonscrite de I'immeuble dans la parcelle
expliquent la forte densité batie atteinte par 1’ilot parisien. Le modele haussmannien est un
modele évolutif qui a persisté dans le temps et ou les immeubles évoluent mais continuent a
construire la ville de maniére homogene. Ces caractéristiques peuvent favoriser la propagation
locale des termites, car les individus qui fourragent peuvent voyager d’un bati a I’autre tres
facilement dans leur recherche de nourriture. Ils peuvent a terme fonder de nouvelles
infestations. De plus, la densité de bati est telle que les distances entre les ilots sont

relativement faibles et sont souvent dépendantes de la taille de la rue.

Associé a cette densité et aux activités humaines, 1l est depuis longtemps montré a Paris
I’existence du phénomene d’ilot de chaleur urbain (UHI) (De Munck ef al. 2013 ; Norton et
al. 2015). 11 est possible que cette augmentation locale des températures puisse contribuer au
développement des colonies de termites, bien qu’aucune corrélation n’ait pu le mettre en
¢vidence dans nos études. Cependant, il reste tout a fait plausible que cet effet d’UHI ait été
déterminant pour la persistance de ce termite invasif en milieu urbain, car c’est
principalement dans les villes en France, et en particulier celles au nord de la Loire, qu’on les
retrouve et qui sont des zones ou la température est localement plus élevée. De plus, plusieurs
¢tudes suggerent fortement que la température et I’humidité sont des facteurs majeurs
délimitant les patterns de distribution de cette espece (Vargo ef al. 2013 ; Botch and
Houseman 2016 ; Andrieu ef al. 2017 ; Suppo et al. sous presse).

Etant donné 1’age relativement ancien des batiments qui composent la ville de Paris, on
s’attendait a ce que les batis les plus concernés par les infestations de termites soient ceux qui
possedent une structure avec des poutres en bois (Figure 19). Or, de facon surprenante, nos
analyses ont mis en avant que 1’age moyen du bati construit apres 1968 est corrélé a la
présence de termites. En effet, ¢c’est aprés 1967 que la généralisation de 1’utilisation de béton
et d’acier dans les constructions a eu lieu a Paris et en France (Marchand 1993). L’utilisation
de ces matériaux dans la construction parait pourtant étre moins favorable a la présence de
termite qui se nourrissent de cellulose et vivent dans le bois. Cependant, il est possible que
d’anciens batiments infestés par les termites aient été¢ remplacés par de nouveaux et
I’observation d’infestations dans ces constructions plus récentes en soit une des explications.

De plus, leur mode de dispersion par bouturage leur permet de coloniser ou recoloniser un
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batiment ou ils avaient été chassés (p.ex., par excavation de terre) au méme titre que lors de
traitements. En effet, I’excavation lors de leurs constructions a peut-étre favorisé I’expansion
des colonies. Une autre possibilité est que, de part la nature dure des matériaux utilisés, les
termites sont incapables de creuser dans les immeubles, 1’observation de tunnels et cordonnets
de terre y est alors plus fréquente et donc la détection de leur présence est plus facile que dans
des poutres ou des menuiseries en bois dans lesquelles ils se cachent. On pourrait alors penser
a un biais associ€¢ a un échantillonnage basé sur la détection de ces termites. Bien que la
détection des termites ne soit pas toujours aisée, nos résultats sont relativement robustes car
ils sont basés sur I’enregistrement de déclarations faites en mairie qui suivent I’évolution des
infestations et attestent de la vérification de ces déclarations en exigeant un diagnostic

complet de I’immeuble réalisé par une entreprise certifiée, et ce depuis 2003.

2. Les espaces verts

L’observation d’un grand nombre de néoténiques dans un parc du XVII*™ arrondissement
(Etude 2 p117) laisse penser que les espaces verts et les zones de friches pourraient étre des
zones favorables a 1’établissement de colonies de termites. Cependant, malgré des efforts de
prospections importants au cours de cette thése, ou prés de 60 parcs et espaces verts ont été
mspectés (soit environ 50 ha), aucune autre colonie de termites n’a été observée dans ces
espaces de la ville. Paris compte également deux grands bois : le bois de Boulogne a I’Ouest
et le bois de Vincennes a 1’Est, mais, a ce jour, aucune information concernant la présence de
termites dans ces espaces n’a €té recensée. De plus, la surface dédiée aux espaces verts et aux
jardins dans Paris est relativement faible comparée a celle d’autres villes de taille équivalente
(Bigorgne et al. 2004), réduisant ainsi la probabilité de fondation de colonies dans ce type
d’infrastructure.

On a pu voir également que le nombre d’arbres d’alignement touchés par les infestations
de termites a Paris était relativement importants. I1 est rare que des termites de ce genre
attaquent des arbres vivants bien que ce soit occasionnellement observé (Esenther 1969 ;
Cooper and Grace 1987 ; Lohou ef al. 1997). Leur présence sur les troncs des alignements
d’arbre peut étre expliquée par le fait que, dans une ville aussi dense que Paris, les arbres
peuvent étre vulnérables aux insectes xylophages. En effet, les défenses des arbres en ville
sont affaiblies par la pollution, les vibrations li€es au trafic et la proximité des routes et des

trottoirs, qui sont régulierement éventrés pour I’entretien des réseaux (eau, téléphone,
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¢lectricité ...) causant des dégats aux racines des arbres (Jim 2003 ; Jim 2004). Méme si cette
question n’a été abordée que succinctement dans 1’é¢tude 3, nous avons néanmoins tenté de
savoir si ces arbres pouvaient, d'une part, influencer la présence des termites et, d’autre part,
nous avons voulu déterminer si les essences d’arbres étaient attaquées avec la meéme
fréquence. Les résultats ont révélé que les platanes (Platanus > hispanica) étaient plus
touchés que les autres essences, bien que ce résultat soit probablement di a 1’abondance
importante de cette essence dans 38% des alignements d’arbres a Paris (Mairie de Paris /
Direction des Espaces Verts et de I'Environnement). Néanmoins, les infestations retrouvées
sur les alignements d’arbres sont d’ampleur moindre que celles observées dans les habitations,
et nous avons vu que ce n’était pas un facteur déterminant de la distribution de cette espece en
ville. Cependant, I’observation de termites sur les arbres dans les rues peut étre un bon

indicateur de 1’état d’infestation des batiments adjacents.

3. Les réseaux de transport

La distribution des infestations de termites en ville est fortement associ€e a la densité et a
I’age des batiments, mais également aux activités humaines et notamment les activités de
transports. La dispersion par bouturage permet aux termites de fonder de nouvelles colonies et
de s’étendre localement, soit par le transport d’individus soit en structurant la progression des

infestations.

A D’échelle du quartier, I’étude 2 (p117) a révélé que les routes pouvaient jouer un role
limitant la propagation des infestations. Les avenues et boulevards constituent tres
probablement des freins importants pour la diffusion des infestations, bien que les nombreuses
ruelles qui structurent les ilots ne soient probablement pas suffisantes pour limiter fortement
la dispersion de ce termite. L’expansion des infestations est modelée par les capacités
motrices des fourrageurs et la disponibilité alimentaire présente dans leur environnement
(Long and Thorne 2006 ; Lee ef al. 2007). Ici, les routes ont pu limiter ou diviser les aires de
fourragement des termites. A I’aide des outils de la génétique du paysage, nous avons pu
identifier des colonies différenciées mais apparentées, comme nous l’avons vu dans le
XVIE*™ arrondissement (Etudes 1 p85 et 2 p117). La présence de ces colonies sceurs suggére
que les routes peuvent agir comme des barrieres aux flux de geénes et limiter et/ou orienter la

propagation d’une infestation. Cependant, on ne peut pas exclure que, dans certaines zones, la
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taille relativement faible de 1’échantillonnage a pu réduire la détectabilité du phénomene. En
effet, la robustesse des modeles d’isolement par résistance (IBR) est corrélée a la taille de
I’échantillonnage et 1l est plus performant lorsque le nombre d’échantillons est plus important

et représentatif des variables testées (McRae 2006 ; Spear and Storfer 2010).

A I’échelle de la ville, les études 2 et 3 (p117 et p149) ont mis en évidence que des groupes
génétiques proches étaient disconnectés géographiquement et trés probablement issus de
fragments coloniaux bouturés. Nos résultats ont confirmé le role joué par la voie ferrée dans
la dissémination des infestations de termites qui avait déja été mis en évidence a 1’échelle de
la région Centre-Val de Loire lors du projet TermiCentre (Andrieu er al. 2017). Bien que
seulement 33% des infestations de termites soient expliquées par la présence de voies ferrées
a Paris et notamment avec la Petite Ceinture, qui connectait entre 1854 et 1934 I’ensemble des
grandes gares parisiennes et servait initialement au transport de marchandises (Pitrou ef al.
1981), sont role dans la dissémination des infestations a été important. Ces voies étaient a leur
construction montées avec des traverses de bois, traverses délaissées par la suite sur le coté
des voies au profit de traverse en béton par exemple. Cependant, le rail n’explique pas a lui
seul la distribution des termites observée dans la ville, mais ces résultats sont tout de méme
renforcés par la corrélation entre cette variable et la structure génétique des infestations. Ceci
apporte une preuve solide de I’implication des activités ferroviaires dans I’introduction de
termites dans de nouvelles zones a Paris. On peut aller plus loin et supposer que c’est
I’activité ferroviaire qui a apporté les premieres infestations a Paris et qui a pu disséminer les
infestations dans toute I’Ile-de-France, voir jusque dans la région Centre-Val de Loire qui est

adjacente, et ou des infestations de termites sont retrouvées a moins de 100km.

L’étude 3 (p149) nous a permis de mettre en évidence les liens qui existaient entre toutes
les infestations francaises. La grande majorité de ces infestations, bien que présentes en milieu
urbain, se trouvent également a proximité de voies ferrées. Si I’on s’intéresse un peu plus a
I’histoire du réseau des chemins de fer en France, on s’aper¢oit que la grande majorité du
réseau fut mis en place en moins de 50 ans jusqu’a la fin du XIX®™ siécle (Schwartz et al.
2011 ; Marti-Henneberg 2013). L’origine de son développement est Paris, la capitale, ou la
premiére gare, la gare St Lazare dans le VIII®™ arrondissement, fut construite en 1837
(Pecheux 1975). Le réseau s’est ensuite développé vers la province et les premiéres localités
connectées avec la capitale furent celles de la cote atlantique avec Bordeaux mais aussi avec

Rochefort et la Rochelle vers 1860 (Figure 20) (Schwartz ef al. 2011). La correspondance
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entre les événements d’introduction depuis la Louisiane (supposés débutés deés le début du
XVIIT*™e siécles), le développement de la voie ferrée a la fin du XIX®™® siécle, et la présence
de termites principalement en ville, laisse fortement supposer qu’une grande partie de la
distribution de R. flavipes en France est probablement associé aux activités ferroviaires
passées et a leurs constructions. Ce n’est pas forcément le transport par le train qui a permis
aux infestations d’étre disséminées, mais €galement le transport de matériaux utilisés pour la
construction des voies ferrées, tels que de la terre pour les remblais ou le stockage de bois tres
utilisé a I’époque. Si la voie ferrée a bien contribué a I’expansion des infestations de termites,
on peut alors se demander pourquoi nous n’observons pas d’infestations dans 1I’Est de la
France. Plusieurs explications sont possibles. La premiere est que les villes présentes au Nord-
Est de la France sont plus sujettes a des périodes de grand froid, ce qui est défavorable a
I'installation des termites. La seconde est associée également a 1’histowre ferroviaire et
notamment a I’organisation du développement du réseau. En effet, lors de son développement,
le réseau de chemin de fer a été construit par six grandes compagnies : la compagnie Paris-
Lyon-M¢éditerranée, la compagnie d’Orléans, la compagnie du Midi, la compagnie du Nord, la
compagnie de I’Est et la compagnie de 1’Ouest (Demeur 1860). On remarque que la
compagnie d’Orléans, créée a I’origine pour la jonction Paris Austerlitz-Orléans, a réalisé la
plupart des travaux de développement du chemin de fer vers les villes de Nantes, Tours,
Poitiers, Bordeaux et Rochefort (Demeur 1860), qui sont toutes des villes ou R. flavipes a été
observé. Les autres parties du réseau n’étant pas connectée avec l’aire d’introduction
supposée de R. flavipes en Saintonge (Charente-Maritime), celles-ci ont pu échapper plus
facilement a l'infestation. La présence d’infestations ponctuelles au Nord de Paris (en
Normandie avec Rouen et dans le Nord-Pas-de-Calais) est probablement due a des arrivées
plus récentes. En effet, aujourd’hui, I’expansion ferroviaire est bien moindre qu’auparavant, et
le transport de matériaux propices a la dissémination des infestations est principalement

réalisé par d’autres moyens de transport tel que les réseaux routiers.
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C. Histoire de I’invasion

La fondation de la population parisienne semble avoir été le fait de plusieurs événements
indépendants d’introduction. Malgré la faible diversité génétique des infestations en France,
on a pu voir dans I’étude 3 (p149) qu’il existait une forte structuration entre les populations
francaises. De plus, I’ensemble de nos résultats montrent que I’hypothese selon laquelle toutes
les infestations francaises, y compris parisiennes, proviennent d’'une méme population source
située sur la cote atlantique, reste plausible (Bagneres ez al. 1990 ; Vieau 2001 ; Dronnet ez al.

2005 ; Perdereau ef al. 2013a ; Perdereau ef al. 2015).

1. Liens entre les infestations

L’ensemble des résultats obtenus confirme que le bouturage courte-distance réalisé par les
termites eux-meémes contribuerait fortement a 1’expansion des infestations, comme par
exemple dans le quartier des Epinettes dans le XVII*™ arrondissement (Etude 2, p117). On a
pu voir également que la structuration de ces infestations peut étre contrainte par certains
facteurs paysagers tels que la présence de batiments et la structure du paysage associée
permettant de faciliter I’expansion des colonies en ville. Plus une infestation sera étendue,
plus la probabilité d’infester des batiments adjacents sera grande, de méme que la probabilité
de transporter des fragments hors de la zone va augmenter avec la taille des infestations. Bien
que les patterns de distribution observés a I’échelle du quartier soient relativement expliqués,
la dynamique d’infestation semble plus complexe a établir aux échelles de la ville et des
régions. On a pu voir que, lors des processus de délimitation des colonies dans Paris, certains
points d’échantillonnage, bien que trop distants, étaient assignés a une méme entité génétique
coloniale (Etudes 1 p85 et 2 pl17). Ceci suggére des événements de migration longue
distance pouvant jouer un role sur la structure des infestations au sein de la ville. Ces
¢venements ont probablement été réalisés via les activités humaines (1’activité ferroviaire par
exemple) qui ont permis I'mstallation de nouvelles infestations. La fondation de celles-c1 est
possible grace au bouturage, ou la différenciation d’individus en reproducteurs néoténiques
joue un role crucial. C’est probablement le role joué par cette dispersion qui a permis
I'introduction de R. flavipes dans de nouvelles zones de la ville. Nous avons pu faire le méme

constat concernant les infestations aux échelles régionales (Ile-de-France et Centre-Val de
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Loire) et nationales. Le transport via les activités humaines et le bouturage de colonies a de
larges échelles spatiales peuvent étre une des explications de I’hétérogénéité des patterns de
distribution observée chez cette espeéce dans son aire introduite. En effet, I’hétérogénéité de la
distribution des entités génétiques peut étre expliquée de par le caractére aléatoire des
é¢venements de dispersion par I’homme, des distances variables auxquelles on retrouve des
entités génétiques similaires et la discontinuité de la distribution des infestations, comme entre
Paris et certaines villes nouvelles de sa banlieue (ex. Créteil ou St Denis). Certains patterns
trés agrégés, comme dans la région Centre-Val de Loire, traduisent des éveénements de

dispersion plus locaux pouvant s’étendre de ville en ville.

Au regard des résultats obtenus dans cette thése et des remarques que 1’on vient d’énoncer,
on peut alors proposer un modele théorique d’infestation et d’expansion des colonies de R.
Sflavipes applicable en milieu urbain. En partant d’une colonie préexistante, dans une zone
urbaine de préférence, subissant des perturbations liées aux activités humaines, telles qu'une
démolition de batiment ou I’excavation de terres pour construire un nouveau batiment. Un
certain nombre d’individus seraient isolés de la colonie lors de ’export et le transport de
gravats ou de terres contenant ces termites. A la suite de ce transport, qui peut étre plus ou
moins distant de la colonie initiale, le fragment de terre ou de gravat contenant les termites
serait alors déposé et pourrait créer une nouvelle infestation. La fondation d’une nouvelle
colonie se produit lorsque de nouveaux reproducteurs se seront différenciés, soit a partir de
nymphes en néoténiques brachyptéres, ou a partir d’ouvriers en néoténiques apteres, bien que
cette voie de différenciation n’a encore jamais été observé dans les populations naturelles
chez Reticulitermes (Vargo et Husseneder 2009 ; 2011). Ainsi, la colonie nouvellement
formée sera fortement apparentée a la colonie initiale dont elle est issue. De plus, lors de la
croissance de cette nouvelle colonie, les individus fourrageurs a la recherche de nouvelles
sources de nourriture peuvent étendre les limites de la colonie et voir méme créer de nouvelles

infestations a proximité, via le bouturage de proche en proche et ainsi propager I’infestation.

2. Scénarios possible de I’invasion

Dans I’é¢tude 1, nous avions mis en avant la présence de deux haplotypes au sein des
colonies parisiennes. Nous avons alors émis deux hypotheses. La premiére suggérait que peu
d’introductions avaient eu lieu dans la capitale et que via des introductions secondaires les

infestations avaient pu s’étendre et infester de nouvelles zones. L’autre hypothése portait sur

209



le fait que plusieurs évenements d’introduction avaient eu lieu mais que les infestations
avalent pour origine(s) une ou deux autres populations en France génétiquement proche(s).
Cependant, on a pu voir dans I’étude 3 notamment, que Paris et sa région possedent plus de
variants que 1’on pensait (2 haplotypes). D’autre part, les populations de la cote atlantique, qui
possedent les variants et les groupes génétiques que 1’on retrouve partout en France, seraient
bien les populations originelles des infestations en France. Ces observations confortent bien
les arguments supposant que ces populations sont bien issues des colonies introduites depuis
la Louisiane (Bagnéres ef al. 1990 ; Vieau 2001 ; Perdereau et al. 2013a ; Perdereau et al.
2015).

Un autre argument supportant cette hypothese est que c’est sur la cote atlantique, et en
Charente en particulier, la diversité génétique des populations y est la plus élevée de France.
De par la distribution des infestations sur le territoire francais, on pourrait supposer que les
infestations se sont propagées de 1’Ouest vers le Nord-Est et le Sud-Est, or Paris et 1’Ile-de-
France possédent une relativement grande diversit¢ de variants mitochondriaux et on y
retrouve tous les groupes génétiques inférés avec les analyses microsatellites. Ceci suggere
alors que plusieurs événements d’introduction indépendants ont eu lieu en Ile-de-France et a
Paris. Cependant, on retrouve ces variants et ces groupes dans plusieurs autres localités en
France et certains autres ne sont présents que dans la région Ile-de-France, laissant supposer
que 1’Tle-de-France et Paris aient été a lorigine de la dispersion des infestations francaises. En
effet, Paris est un point central des échanges en France, depuis des centaines d’années et a
partir duquel le réseau ferroviaire s’est étendu a la fin du XIX*™ siécle. Cette centralisation a
pu avoir pour effet de disséminer les infestations depuis Paris vers la province. Les
infestations ont pu alors étre d’abord initiées a Paris, provenant des populations présentes en
Saintonge, et ensuite s’étendre vers la Touraine et Tours ou la diversité génétique y est encore
plus faible qu’a Paris mais aussi vers d’autres localités telles que Rouen ou le Mans par
exemple, mais également plus au Sud jusque dans les Pyrénées (ex. Bayonne). Les échanges
ont pu avoir lieu aussi bien dans le sens de 1’Ouest vers le Nord, que dans 1’autre sens. En
effet, 1l est tout a fait envisageable que des fragments de colonies aient ét¢ introduits sur la
cote atlantique depuis Paris en utilisant les mémes routes de dispersion mais via des flux

mverses. Ceci expliquerait d’ailleurs la grande diversité génétique observée en Saintonge.
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D. Prédictions et préconisations

Ce travail en collaboration avec la ville de Paris, a permis de mettre en avant des éléments
essentiels de I’écologie et de la dynamique de R. flavipes en ville qui pourrait contribuer a
développer des stratégies de gestion mieux adaptées aux problémes d’infestation. En effet,
avec les informations collectées et identifiées au cours de ce projet, il est possible, sur la base
des infestations connues a ce jour, d’identifier un risque théorique pour chaque bati de Paris

d’etre infesté par des termites, ou susceptible de I’étre a court terme.

1. Evolution des infestations

Les infestations de R. flavipes en France semblent étre de plus en plus fréquentes malgré
I’ensemble des mesures 1égislatives qui ont été mises en place par le gouvernement et par les
collectivités. Au regard des moyens de lutte utilisés et du respect des normes et 1égislations en
vigueur, il est trés probable que les infestations de termites continuent de se propager au sein
des villes, mais aussi de coloniser de nouvelles villes. Bien qu’a Paris de gros efforts aient été
déployés pour gérer le probléme de fagon coordonnée, le nombre de propriétaires réfractaires
a agir contre les termites, que ce soit de fagon préventive, mais également pour traiter contre
les infestations, est relativement important. II s’agit surtout d’une véritable
méconnaissance du probléme en France et en particulier a Paris, et des préjugés
auxquels le probléme termite est associé, ainsi que le travail des pouvoirs publics qui
n’est pas ou peu valorisé. Ceci a d’ailleurs bien été mis en évidence durant le stage de
Master 2 de P. Watissée (Watissée 2016), effectué en collaboration avec le Muséum National
d’Histoire Naturelle et le Musée de I’'Homme. Cette étude sociologique annexée au projet a en
effet révélé qu’il existait un véritable tabou autour du probleme des termites, souvent
assimilés, a tort, a des problémes d’insalubrité au méme titre que les punaises de lit ou les

blattes (Dhang 2014).

Les connaissances acquises au cours de cette thése peuvent donc eétre utiles dans
I’accompagnement de la gestion de la problématique. De plus, ces éléments peuvent
¢galement servir pour tenter de prédire la distribution future des infestations, ou du moins

I’expansion d’infestations constatées. En effet, lors du projet TermiCentre, un modele de

211



simulation d’expansion de termite invasif, développé par Tonini et al. (2013 ; 2014), a été
adapté pour R. flavipes par Suppo et al. (sous presse) et permet d’identifier et de prédire
I'infestation d’aires géographiques nouvelles en région Centre-Val de Loire. En améliorant
les connaissances que I’on a de cette espéce et en appliquant ce modéle aux variables
biotiques et abiotiques qui définissent la distribution de cette espéce, on pourra étre en

mesure d’identifier les zones ou batiments a risques.

2. Prévention

Le travail réalisé au cours de cette these montre que la principale cause de dissémination
des infestations de R. flavipes a Paris et en France est I’activité humaine, notamment
parce qu’elle contribue au transport et au bouturage des colonies, parfois sur de longues
distances. L’activité humaine en soit ne devrait pas étre un probleme, puisque les mesures de
prévention inhérentes aux problémes que causent les termites sont prises en compte dans les
différents textes législatifs. Ce qui pose probleme dans la lutte contre cet insecte est le
comportement adopté par les effecteurs de ces activités humaines, d’une part, ainsi que le
non-respect de la législation, dictées par la loi et les normes, comme le souligne P. Watissée
(2016), d’autre part. Il est probable que cette négligence explique en grande partie pourquoi

les infestations de termites continuent de progresser sur le territoire francais.

Parallelement dans le cadre de cette these, nous nous sommes €galement intéressés au devenir
des terres et des gravats, en région parisienne, qui pourraient potentiellement contenir des
termites. On a pu constater qu’il existait des protocoles de gestion des terres et gravats, issus
des travaux publics, qui sont classés en trois grandes catégories® : les déchets dangereux, les
déchets non dangereux et les déchets ertes. Les deux premieres catégories nécessitent une
prise en charge avec I’application de traitements de dépollution particuliers et font également
I’objet de suivis rigoureux?*. Les déchets inertes, eux, ne font I’objet d’aucun suivi et sont
directement réutilisés, le plus souvent en terre de remblais?>. Hors, le plus souvent, les terres
ou gravats ou des termites sont présents sont classés en déchets inertes et ne font pas 1’objet

de suivis lors du transport. En effet, seul les bois infestés sont concernés dans le classement en

23 Informations issus de la Fédération Francaise du Batiment http://www.dechets-chantier.ffbatiment. fr

24 Code de I’Environnement article R541-45.

25 En référence au décret n° 2011-610 relatif au diagnostic portant sur la gestion des déchets issus de la démolition de
catégories de batiments.
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déchet dangereux?®, or les termites ne sont pas seulement présent dans les matériaux en bois
mais aussi dans le sol et divers matériaux (ex : placoplatres et polystyrénes). De plus, bien que
des diagnostics doivent étre effectués?’, avant la démolition d’un batiment par exemple, afin
de s’assurer de la présence ou non de termites dans ces déchets inertes. A I’heure actuelle, il
n’existe pas de structure de controle du respect de ces régles au niveau de Paris et et méme a
I’échelle de la France. Une des premiéres mesures pour limiter la propagation des
infestations de termites serait peut-étre d’améliorer les mesures de controle, de suivis et
de traitement des déchets inertes. Ces déchets peuvent potentiellement héberger des
colonies de termites et nécessiterait qu’on leur accorde une attention particuliere afin d’éviter
la dissémination des infestations et/ou établir un suivi de ces déchets permettant a posteriori

de pouvorr identifier la provenance de nouvelles infestations.

La prévention face a la propagation des colonies de R. flavipes dans la protection du
patrimoine urbain passe également par un suivi régulier. La mise en place de barriéres
physico-chimiques (pour les nouvelles constructions) ou de traitements préventifs des
batiments (ex : injections ou piéges-appats) est également primordiale dans les zones
infestées et pourrait méme étre étendue aux communes périphériques ce qui est
rarement le cas en France. A Paris en revanche, c’est déja systématiquement le cas, et sera
probalement étendue a Paris Métropole intégrant les communes périphériques a la capitale,
qui pour cetraines d’entre elles sont déja fortement concernées par la problématique. A Paris
lorsque des infestations sont constatées, le STH enjoint les propriétaires voisins a ces
infestations afin de controler la mise en place des différents moyens de prévention et de les
obliger, le cas échéant, a les réaliser®®. Dans la majorité des cas, sauf ceux depuis longtemps
concernés par la problématique, ces moyens ne sont pas mis en place (STH, com. pers.). P.
Watissée (2016), dans son mémoire de Master, a mis en avant le manque de connaissances
des propriétaires et des habitants face a ce probléme, bien que la médiatisation ponctuelle et la
diffusion d’informations par les services de la mairie existent, le relais de ces informations par
les acteurs et organismes nationaux concernés par la problématique des termites et la
protection du patrimoine restent insuffisantes face a I’étendue du probléme et aux efforts de

lutte a mettre en place.

26 Code de I’Environnement article R541-7 4 R541-11.

27 Décret n° 2011-610 du 31 mai 2011 relatif au diagnostic portant sur la gestion des déchets issus de la démolition de
catégories de batiments. Et I’ Arrété DEVL1134503A du 19 décembre 2011 relatif au diagnostic portant sur la gestion des
déchets issus de la démolition de catégories de batiments, ainsi que sa version consolidée au 8 octobre 2015.

28 Directive établie dans le cadre de I’arrété préfectoral n° 2003-80-1 de 2003 sur le pouvoir de police par le Maire de Paris.
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La problématique des termites recoupe donc les disciplines des sciences du vivant et des
sciences humaines qui posent la question de la complexité de la gestion du probleme, aussi
bien sur le territoire parisien que sur I’ensemble de la métropole francaise et au-dela. Andrieu
et al. (2017) proposent de rapprocher I’expansion des termites a la notion de risque naturel.
Cette notion est basée sur le caractere aléatoire et vulnérable de la menace engendrée par les
infestations de termites. En effet, les termites peuvent infester des habitations sur de longues
périodes de temps (au moins 15 ans comme vu dans 1’étude 1 p85), et leur mode de vie
souterrain les rend invisibles jusqu’a 1’établissement d’un diagnostic ou par 1’observation de

dégats visibles.

« Le risque de présence de termites ne peut pas étre qualifié réellement de majeur, mais
l'infestation fait peser une menace sur l’'intégrité des bdatiments, et par conséquent sur ses
habitants, doublée d’un coiit important de réparation et de traitement. Par conséquent, il est

possible de définir un aléa lié aux termites par la probabilité de leur présence. » (Andrieu et

al. 2017).

Placer la problématique causée par les termites au rang de risque permettrait, au
meéme titre que les autres types de phénoméne naturel, d’impliquer une plus grande
partie de la société dans la connaissance et la lutte contre les infestations de termites. La
diffusion de I'information a des acteurs non-experts est nécessaire pour réduire le « risque

termite » (Martinais ef al. 2013).

1. Moyens de lutte

On a pu voir que, malgré des efforts importants de traitement des infestations, les colonies
sont capables de persister, méme apres 15 ans. Dans I’étude 1, on a attribué cette persistante a
leur mode de reproduction et de dispersion. Or, on a pu voir que la configuration du bati
parisien est particuliére et que la structure en ilots peut faciliter la diffusion des infestations
d’un immeuble a un autre. En se basant sur ces résultats et dans le cadre de la lutte contre les
termites a Paris, on a pu proposer un outil cartographique permettant de quantifier le risque
pour un batiment d’étre infesté par les termites (Figure 21). Ce risque a pu étre établi en se
basant sur les sites connus comme ayant déja été infestés par les termites. En partant de ces
infestations, on peut définir un « risque par mitoyenneté » des batiments partageant un mur
avec un bati connu comme infesté. Pour les batiments qui sont compris dans un ilot ou a été

relevée la présence de termites mais n’ayant pas forcément de mur mitoyen, on parlera d’un
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« risque de proximité » que I’on étendra aux batiments et aux ilots voisins d’environ 80 m
d’une infestation constatée (Figure 21). Cette distance de 80 metres a €té choisie car elle
correspond a la distance moyenne que peut fourrager un termite (Grace ef al. 1989 ; Su et al.
1993 ; Ripa er al. 2007) et c’est dans un rayon propre a cette distance qu’un risque de
fondation d’une nouvelle colonie par bouturage est le plus élevé. Lorsqu’aucun risque n’est
défini sur le territoire (batiements en blanc Figure 21), cela ne signifie pas que le risque de
Iarrivée ou la découverte d’une nouvelle infestation a proximité est écarté. De plus,
I’ensemble du territoire de Paris est considéré comme zone a risque (Décret 2003). On a pu
voir également que les activités humaines pouvaient contribuer a sa dissémination mais le
risque qui y est associ€ est difficilement prédictible et quantifiable, comme avec le transport
des déchets inertes par exemple. Afin d’éviter toute utilisation a des fins commerciales de

cette carte, seuls quelques fragments seront présentés pour illustrer son contenu.
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Figure 21 : Extraits de la « Carte du risque termite a Paris ». Les fragments A, B et C de la carte correspondent a des zones connues depuis longtemps comme étant infestées
par les termites. En rouge sont présentés les batiments ou la présence de termites a été relevée, en orange sont présentés les batiments concernés par le risque de mitoyenneté
et en jaune ceux concernés par le risque de proximité et en blanc aucun risque n’a été défini pour ces batiments dans le cadre de cette étude, mais restent susceptible d’étre
infestés a plus ou moins court terme. Cette carte a été réalisée avec ArcGIS [v. 10.3.1] (ESRI Inc.) ; sources : Atelier Parisien d’Urbanisme (APUR). Service Technique de
I"Habitat (STH) et I'Institut de Recherche sur la Biologie de I'Insecte (IRBI).
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Conclusion






Au cours de cette these, nous avons pu voir que les caractéristiques qui font de R.
flavipes une espéce invasive en France sont une adéquation entre les caractéristiques
biologiques des populations invasives de ce termite et I’environnement urbain
permettant son installation et sa prolifération, grace notamment aux activités humaines
qui s’y déroulent. On comprend alors la dynamique de cette population. Une colonie ou un
fragment (quelques individus) peut étre transporté accidentellement sur de longues distances
par les activités de ’homme (voies ferrées, routes, voies maritimes ...) et s’installer dans les
villes, qui sont au cceur des échanges, pour fonder, via la différenciation de quelques individus
en néoténiques, une nouvelle infestation. Par expansion via le bouturage, ces fondations
peuvent s’entendre de proche en proche et parfois fusionner avec d’autres colonies
fourrageant dans la méme zone. Ce schéma a pu étre répété plusieurs fois depuis son
introduction sur la cote atlantique en provenance de la Nouvelle-Orléans pendant
probablement plus de 200 ans. On peut se demander également si ce schéma s’est produit
dans d’autres aires invasives dans le monde comme au Chili ou en Italie, ou méme s’il est
présent chez d’autres especes du genre, elles aussi invasives ou envahissantes telles que R.
urbis ou R. grassei en France. En effet, on a pu découvrir pour la premiere fois, lors de ce
travail de thése, des infestations de deux autres espéces en Ile-de-France, R. grassei dans
I’Essonne (également identifiée dans la région Tourangelle) et R. banyulensis dans le XVII*™®
arrondissement de Paris. Méme si1 ces découvertes restent anecdotiques, ces especes se
trouvent bien au Nord de leur aire de répartition naturelle (Figure 8 p50), et peuvent laisser
penser que leur dynamique de dispersion et d’introduction a pu se faire de la méme maniere
que R. flavipes.

Des approches supplémentaires de génétique et d’écologie du paysage, comme utilisées
dans cette these, pourraient aider a identifier et comprendre les origines des changements
evolutifs observés chez ces insectes sociaux invasifs lors de leur introduction ou, comme dans

notre cas, lors de la colonisation de nouveaux habitats comme le milieu urbain.
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Annexe 1

- Glossaire -

Abiotique : Est utilisé pour faire référence a ce qui n’appartient pas au vivant (le vent, la
température, le minéral ...).

Adaptatif (locus): C’est un locus dont les fréquences alléliques sont affectées par la
sélection.

Alléle : Désigne les différentes versions d’un locus génétique.

Autocorrélation spatiale positive : Dans un pattern de points, la présence d’un ou plusieurs
points est positivement associée a la présence d’un ou plusieurs autres points a proximité.
Automixie : Désigne une fusion de 2 ou 4 noyaux haploides issus de la méiose de la cellule
mere depuis le sac embryonnaire.

Biotique : Est utilisé¢ pour faire référence a des facteurs associés au vivant de maniere
générale.

Cohorte : Ensemble d’individus ayant vécu un méme évenement au cours d’une meéme
période. Pour les cohortes de naissance, on utilise généralement le terme de génération, chez
les termites cela peut s’apparenter a 1’éclosion d’ceufs lors d’une méme période de temps.
Connectivité (d’habitat) : Désigne la connectivité fonctionnelle d’un écosysteme qui lie des
¢léments paysagers physiquement connectés ou non.

Consanguinité : Mesure individuelle de la probabilité que deux alléles soient identiques par
descendance.

Dérive génétique : La dérive génétique résulte de changements aléatoires dans les fréquences
alléliques au cours des générations par échantillonnages aléatoires des gametes.

Diversité (d’habitat) : Représente la fréquence d’observation d’un habitat particulier en
fonction des fréquences d’observation de tous les habitats présents dans une zone
géographique définie.

Dominance (d’habitat) : Représente la part de surface occupée par un habitat particulier en
fonction du nombre et de la surface totale de tous les habitats présents dans une zone
géographique définie.

Etendue : Représente 1’aire au sein des limites du paysage d’intérét et contribue a la
définition de la population qui sera échantillonnée et analysée.

Eusocialité : C’est un terme utilisé pour définir et désigner le plus haut niveau de

I’organisation sociale. Elle se caractérise par un systéme coopératif et transgénérationnel avec
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une division des taches au sein du groupe ou certains individus sont reproducteurs et d’autres
ne se reproduisent pas.

Fragmentation (d’habitat) : Fait référence au morcellement des paysages et des habitats et a
la déconnection fonctionnelle et physique des liens qui les relient.

Génotype : C’est la composition allélique de tous les loci d’un individu.

Grain : Dans un contexte de définition du paysage, fait référence a la résolution de 1’élément
du paysage avec la plus petite dimension, et correspond typiquement a la taille d’un pixel du
raster (image) d’un paysage et/ou a la taille minimum du patch dans la représentation
vectorielle d’un paysage.

Haplotype : C’est un alléle ou une combinaison d’alleles transmis par un seul parent.
Hétérogénéité spatiale : Peut se définir comme étant la distribution spatiale de patchs
d’habitat de composition, de fonctionnement et de connectivité variables.

Hétérométaboles : Définit un développement incomplet qui correspond a des modifications
graduelles. Les jeunes ressemblent beaucoup aux adultes, mais sans ailes ni organes
reproducteurs fonctionnels. Les insectes hétérométaboles sont divisés en hémimétabole et
paurométaboles (ex. termites, criquets ...).

Hétérozygote : Chez un organisme diploide, c’est un individu qui porte deux alleles
différents sur chacun des chromosomes homologues.

Holométaboles : Définit un développement complet de 1’insecte qui passe de 1’état larvaire a
I’état adulte et se fait par la transition d’un état de nymphe. Les larves ont un aspect tres
différent de celui de I’adulte. Aprés plusieurs mues les larves se nymphosent, et vont subir
une réorganisation de leur tissus (ex. papillons, coccinelles ...).

Homozygote : Chez un organisme diploide, c¢’est un individu qui porte deux copies d’un
meéme alléle sur chacun des chromosomes homologues.

Locus (loci) : C’est une région physique particuliere du génome d’un organisme. Loci en est
le pluriel.

Mendélienne (distribution) : Distribution théorique attendue des génotypes observés dans la
descendance issue des génotypes parentaux selon les principes des lois de Mendel (1865).
Meétapopulation : Ensemble des populations d’une méme espece réparties dans 1’espace entre
lesquelles il existe des échanges plus ou moins réguliers et importants d’individus.

Migration (flux de génes) : Au sens strict, désigne le mouvement des organismes entre
populations. Au sens large, désigne le mouvement de genes (via une reproduction réussie)

dans les populations (flux de genes). Les flux de génes provoquent des changements dans les
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fréquences alléliques des populations. Un fort taux de flux de génes tend a homogénéiser les
populations et ainsi obtenir des fréquences alléliques similaires entre les populations.
Mutation : La mutation est la source initiale de la variation génétique dans les populations et
les espéces. Elle se produit le plus souvent lors d’erreurs lors de la réplication de ’ADN et
peut prendre plusieurs formes : le changement, 1’insertion ou la délétion d’un segment
d’ADN.

Neéoténie : Caractéristique d’étres vivants présentant a 1’état adulte des caractéres juvéniles ou
larvaires. Chez les termites, les individus néoténiques sont capables de se reproduire mais
conservent des caracteres larvaires.

Neutre (locus) : C’est un locus ou les fréquences alléliques ne sont pas affectées par la
sélection.

Niche écologique : Représente 1’espace multidimensionnel ou I’ensemble des variables
(biotiques et abiotiques) nécessaires a la survie d’un organisme sont réunies. Elle est de deux
natures : la niche absolue regroupant virtuellement toutes les variables possibles et la niche
réalisée qui regroupe les variables nécessaires présentes dans I’environnement ou se trouve
physiquement 1’organisme.

Ontogénique : Relatif au développement de I’'individu depuis la fécondation jusqu’a 1’état
adulte.

Paurométabole : Insectes hétérométaboles dont la larve et 1’adulte vivent dans le méme
milieu (ex. termites) : a la différence des hémimétaboles vivant dans un milieu différent (ex.
libellules).

Panmixie : Régime de reproduction qui consiste en la rencontre aléatoire des gametes lors de
la formation des zygotes (ou association des parents au hasard).

Patch (d’habitat) : Entités au sein desquelles les valeurs d’une variable étudiée présentent un
certain degré d’homogénéité.

Phénotype : Ftat d’un caractére observable. Le phénotype résulte de 1’interaction entre le
génotype de I'individu et de son environnement (biotique et abiotique).

Phylopatrique : Caractérise les individus qui se reproduisent a 1’endroit ou ils sont nés, et
donc ne dispersent pas.

Polymorphe (locus) : Locus possédant différents alléles. A ’opposé de monomorphe, locus

ou il n’existe qu’un seul allele.
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Sélection : Ensemble des contraintes affectant 1’héritabilit¢ de fragment génomique
fonctionnel et codant dans le génome d’un organisme. La sélection peut s’opérer sur des
changements qui seront favorables ou déléteres pour I’organisme dans son environnement.
Surface de résistance : C’est une représentation du paysage dans lequel chaque site physique
est associé un colit ou une résistance qui va affecter les mouvements ou les flux de génes a
travers le paysage.

Traits d’histoire de vie : Se définit comme 1’ensemble des caractéres d’un organisme ayant
un impact sur sa survie et sa reproduction (valeur sélective).

Trophallaxie proctodéale : Se définit comme étant le transfert direct des fluides de la poche
rectale du donneur a la bouche du receveur, assurant ainsi une transmission du compartiment
symbiotique d’une génération a 1’autre. Appelée €galement nourrissage social. Se produit
notamment chez les termites mais aussi chez les blattes du genre Cryptocercus.

Valeur sélective (firness) : Représente la probabilité de survie d’un individu et sa capacité a
produire des descendants a la génération suivante.

Xylophages : Insectes pouvant digérer la cellulose et/ou la lignine du bois.
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I'université.
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Formations professionnelles :
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Abstract Termites of the genus Reticulitermes are wide-
spread invaders, particularly in urban habitats. Their cryptic
and subterranean lifestyle makes them difficult to detect,
and we know little about their colony dynamics over time.
In this study we examined the persistence of Reticulitermes
Slavipes (Kollar) colonies in the city of Paris over a period
of 15 years. The aim was (1) to define the boundaries of
colonies sampled within the same four areas over two sam-
pling periods, (2) to determine whether the colonies identi-
fied during the first sampling period persisied (o the second
sampling period, and (3) to compare the results obtained
when colonies were delineated using a standard popula-
tion genetic approach versus a Bayesian clustering method
that combined both spatial and genetic information. Herein,
colony delineations were inferred from genetic difTerences
at nine microsatellite loci and one mitochondrial locus. Four
of the 18 identified colonies did not show significant differ-
ences in their genotype distributions between the two sam-
pling periods. While allelic richne ss was low, making it hard
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to reliably distinguish colony family type, most colonies
appeared to retain the same breeding structure over time.
These large and expansive colonies showed an important
ability to fuse (39% were mixed-family colonies), contained
hundreds of reproductives and displayed evidence of isola-
tion-by-distance, suggesting budding dispersal. These traits,
which favor colony persistence over time, present a chal-
lenge for pest control efforts, which apply treatment locally.
The other colonies showed significant differences, but we
cannot exclude the possibility that their genotype distribu-
tions simply changed over time.

Keywords Social insects - Colony delineation -
Reticulitermes flavipes - Urban pest - GENELAND

Introduction

Termites are widespread invasive pests, from which subter-
ranean termites (Rhinotermitidae) are a group of particular
concern because they account for 80% of termite damage
waorldwide (Rust and Su 2012). Species belonging to the
genera Coproter mes and Reticulitermes are among the most
common urban lermites in lemperale areas and frequently
infest anthropogenic structures (Su and Scheffrahn 1990;
Evanset al. 2013). Recent studies have suggested that their
sophisticated system of social organization as well as their
diverse and flexible breeding system and dispersal modes
have allowed them 1o spread in dense urban habitats, where
they easily pass from one building to another (Vargo and
Carison 2006; Vargo and Husseneder 2000; Perdereau et al.
2013b; Majid and Ahmad 2015: Chouvenc et al. 2016).
However, it is difficult to study subterrancan termites
because of their cryptic lifestyle and ability to produce
extended colonies. Colony delineation remains a challenge
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Abstract

Factors promoting the establishment and colonization success of introduced popula-
tions in new environments constitute an important issue in biological invasions. In
this context, the respective role of pre-adaptation and evolutionary changes during the
invasion process is a key question that requires particular attention. This study com-
pared the colony breeding structure (i.e. number and relatedness among reproductives
within colonies) in native and introduced populations of the subterranean pest termite,
Reticulitermes flavipes. We generated and analysed a data set of both microsatellite
and mtDNA loci on termite samples collected in three introduced populations, one in
France and two in Chile, and in the putative source population of French and Chilean
infestations that has recently been identified in New Orleans, LA. We also provided a
synthesis combining our results with those of previous studies to obtain a global pic-
ture of the variation in breeding structure in this species. Whereas most native US
populations are mainly composed of colonies headed by monogamous pairs of primary
reproductives, all introduced populations exhibit a particular colony breeding structure
that is characterized by hundreds of inbreeding reproductives (neotenics) and by a
propensity of colonies to fuse, a pattern shared uniquely with the population of New
Orleans. These characteristics are comparable to those of many invasive ants and are
discussed to play an important role during the invasion process. Our finding that the
New Orleans population exhibits the same breeding structure as its related introduced
populations suggests that this native population is pre-adapted to invade new ranges.

Keywords: breeding structure, invasion genetics, microsatellites, neoteny, Reticulifermes flavipes,
sociality
Received 1 October 2014 ; revision received 9 January 2015; accepted 14 Jamary 2015

Introduction

Biological invasions invalve the introduction of species
in regions where they were previously absent, followed
by population growth and range expansion (Sax efal.
2005). The negative ecalogiaal and economic impacts of
many invasions generated strong research interest,

Caorrespondence: Franck Dedelne, Fax: +33(00247367356; E-mail:
franck dedeine@univ-to urs fr

'Present address: Department of Entomology, Texas A&M Uni-
versity, 21483 TAMU, College Station, TX 77843-2143, USA
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although a general understanding of how introduced
populations become established and invade their new
environments is still lacking (Novak 2007, Bock ef al.
this issue). In particular, the emlogical and genetic fac-
tors promoting the colonization success of introduced
populations in new environments constitute a crucial
but yet unresolved issue (Baker & Stebbins 1965; Sakai
et al. 2001; Lee 2002; Facon ef al. 2006). Certain intro-
duced populations possess phenctypic and life history
traits that pre-adapt them to successful wlonization of
the invaded habitats (Kolar & Lodge 2001; Pysek &
Richardson 2007). In contrast, some populations are not
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Mode de colonisation et dynamique de IRBI
propagation d’un termite américain a Paris

Résumé

L’objectif principal de cette these est d’identifier les facteurs urbains et les caractéristiques biologiques de
Reticulitermes flavipes qui ont permis a cette espéce invasive de coloniser et de persister en milieu urbain. Plus
précisément, les études développées ont visé a mieux comprendre 1’origine des colonies introduites a Paris, de
déterminer comment celles-ci étaient arrivées en ville et, comment, malgré les moyens de lutte mis en ceuvre
au cours de ces derniéres décennies elles ont persisté dans le paysage parisien. Une premiere étude nous a
permis de voir que les colonies présentes a Paris sont capables de persister et de réinfester des zones qui ont été
précédemment traitées. Ces réinfestations sont possibles grace aux modes de reproduction (néoténie) et de
dispersion (par bouturage) de cette espece qui lui permettent de survivre localement et de recoloniser des zones
ou les colonies avaient été partiellement éradiquées et ce, méme apres 15 ans. Dans une seconde étude, nous
avons pu montrer deux facteurs majeurs pouvant expliquer la distribution et la propagation de R. flavipes a
Paris : la structure complexe des colonies observées et la combinaison spécifique des variables de
I’environnement parisien. Enfin, dans la troisieme étude, nous avons décrit la dynamique d’expansion de cette
espece a des échelles nationales et régionales. Cette étude révele des patterns de distribution variés, reflétant les
caractéristiques propres des populations invasives de cette espece en France. Dans ce travail, nous avons
discuté de I’'implication des caractéristiques biologiques et paysageéres sur le succes invasif de cette espeéce. Au
vue des données obtenues au cours de cette these, nous avons également précisé les scénarios concernant
I’histoire de I'invasion de ce termite en France, puis nous avons présenté quelques outils et préconisations qui
pourraient permettre, selon nous, d’améliorer la lutte contre cet insecte nuisible en ville.

Mots-clés : écologie urbaine, invasion biologique, phylogéographie, génétique du paysage, dispersion par
I’homme, délimitation coloniale, organisation sociale, néoténie, bouturage, microsatellites.

Abstract

The main objective of this thesis is to identify the urban factors and biological characteristics of Reficulitermes
flavipes which have allowed this invasive species to colonize and persist in urban habitat. More specifically,
the developed studies aimed at better understanding the origin of introduced colonies in Paris as well as
determining how they persisted in the Parisian landscape, despite implementing pest control during the last
decades. A first study allowed us to observe that Parisian colonies were able to persist and reinfest areas which
were previously treated. These reinfestations are possible thanks to the mode of reproduction (neoteny) and the
way of dispersal (by budding) of this species, which allows it to locally survive and recolonize areas where
colonies had been partially eradicated, even fifteen years later. In a second study, we were able to highlight two
main factors which could explain the distribution and propagation of R. flavipes 1n Paris: the observed complex
colony structure and the specific combination of the Parisian environmental variables. Finally, in a third study,
we were able to identify its dynamic of expansion at national and regional scales which showed varied
distribution patterns, reflecting the peculiar characteristics of these invasive species populations in France. In
this piece of work, we analyzed the implications of the biological and landscape characteristics on the
successful invasion of this species. In the view of the data obtained in this thesis, we also suggested some
scenarios on the invasion history of this termite species in France and we provided tools and recommendations
which, according to us, could allow the improvement of pest management of this insect in cities.

Keywords: urban ecology, biological ivasions, phylogeography, landscape genetics, human-mediated
dispersal, colony boundaries, social organization, neoteny, budding, microsatellites.
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Abstract Termites of the genus Reticulitermes are wide-
spread invaders, particularly in urban habitats. Their cryptic
and subterranean lifestyle makes them difficult to detect,
and we know little about their colony dynamics over time.
In this study we examined the persistence of Reticulitermes
flavipes (Kollar) colonies in the city of Paris over a period
of 15 years. The aim was (1) to define the boundaries of
colonies sampled within the same four areas over two sam-
pling periods, (2) to determine whether the colonies identi-
fied during the first sampling period persisted to the second
sampling period, and (3) to compare the results obtained
when colonies were delineated using a standard popula-
tion genetic approach versus a Bayesian clustering method
that combined both spatial and genetic information. Herein,
colony delineations were inferred from genetic differences
at nine microsatellite loci and one mitochondrial locus. Four
of the 18 identified colonies did not show significant differ-
ences in their genotype distributions between the two sam-
pling periods. While allelic richness was low, making it hard
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to reliably distinguish colony family type, most colonies
appeared to retain the same breeding structure over time.
These large and expansive colonies showed an important
ability to fuse (39% were mixed-family colonies), contained
hundreds of reproductives and displayed evidence of isola-
tion-by-distance, suggesting budding dispersal. These traits,
which favor colony persistence over time, present a chal-
lenge for pest control efforts, which apply treatment locally.
The other colonies showed significant differences, but we
cannot exclude the possibility that their genotype distribu-
tions simply changed over time.

Keywords Social insects - Colony delineation -
Reticulitermes flavipes - Urban pest - GENELAND

Introduction

Termites are widespread invasive pests, from which subter-
ranean termites (Rhinotermitidae) are a group of particular
concern because they account for 80% of termite damage
worldwide (Rust and Su 2012). Species belonging to the
genera Coptotermes and Reticulitermes are among the most
common urban termites in temperate areas and frequently
infest anthropogenic structures (Su and Scheffrahn 1990;
Evans et al. 2013). Recent studies have suggested that their
sophisticated system of social organization as well as their
diverse and flexible breeding system and dispersal modes
have allowed them to spread in dense urban habitats, where
they easily pass from one building to another (Vargo and
Carlson 2006; Vargo and Husseneder 2009; Perdereau et al.
2013b; Majid and Ahmad 2015; Chouvenc et al. 2016).
However, it is difficult to study subterranean termites
because of their cryptic lifestyle and ability to produce
extended colonies. Colony delineation remains a challenge
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but is a necessary prerequisite if we wish to directly monitor
colonies across space and time (Thorne et al. 1999).

Over the past 15 years, many studies have used genetic
markers, mainly at nuclear microsatellite and mitochondrial
loci, to characterize the foraging areas and breeding systems
of termite colonies (Vargo 2003a; Vargo et al. 2003, 2006;
Husseneder et al. 2005, 2008, 2012; DeHeer et al. 2005;
Aluko and Husseneder 2007; Nobre et al. 2008; Bankhead-
Dronnet et al. 2015; Perdereau et al. 2015). The results have
revealed significant intra- and interspecific variations in
organization, breeding systems and dispersal modes, which
underlie complex colony structures. More specifically, sev-
eral reproductive and non-reproductive castes exist and play
a major role in colony dynamics.

Colonies are typically founded by a pair of primary repro-
ductives (i.e., alates) following dispersal during the nuptial
flight. The monogamous couple and their non-reproductive
offspring form what is called a simple-family colony. The
larvae produced become either workers or nymphs. As colo-
nies grow, secondary reproductives (i.e., neotenics) can arise
from either of these groups. When they come from nymphs,
which is common, they are brachypterous neotenics; when
they come from workers, which is far less common, they are
apterous neotenics (Buchli 1958). In their natal colonies,
neotenics replace the primary reproductive or help supple-
ment colony reproduction. Neotenics do not fly and mate
within their colonies of origin, which increases the level
of inbreeding. Colonies that are partially or exclusively
made up of the offspring of neotenics are called extended-
family colonies. On occasion, mixed-family colonies may
be formed: they contain the offspring of more than two
unrelated reproductives. In Reticulitermes species, mixed
families can result from the fusion of two or more colo-
nies (DeHeer and Vargo 2004, 2008; Perdereau et al. 2010,
2015). Colonies headed by multiple neotenics can grow
and expand, sometimes forming spatially diffuse networks
of interconnected reproductive centers. Colony fragments
can also become autonomous units that form new colonies
(Thorne et al. 1999). This mode of colony foundation bud-
ding can result in local isolation by distance (IBD) and popu-
lation viscosity (Hamilton 1964).

The complexity and variability of colony structures
makes pest control difficult. It is further complicated by sub-
terranean termites’ cryptic lifestyle: colonies can extend over
hundreds of meters but, for reasons of accessibility, typically
only foraging workers are sampled (Perdereau et al. 2013b,
2015; Bankhead-Dronnet et al. 2015). Pest control efforts
attempt to limit colony development by targeting reproduc-
tives and their offspring using various methods, including
baiting (Vargo 2014). To enhance treatment efficacy, we
need to be able to delineate colony boundaries, a task that
remains challenging even with molecular tools (Vargo and
Parman 2012; Vargo 2014).

@ Springer

A native of the eastern United States, Reticulitermes fla-
vipes Kollar has been introduced into other North and South
American countries (i.e. Chile and Canada) and in Europe
(i.e., Germany, France and Italy). R. flavipes’ colony breed-
ing structure has been extensively studied in the northern
part of its native range (Vargo et al. 2013; Perdereau et al.
2015). Recent studies have enhanced our understanding R.
flavipes invasions. They revealed that French populations
of the termite most likely came from New Orleans, Louisi-
ana (Perdereau et al. 2013a) and that the breeding structure
of French populations is similar to that of the Louisiana
population: in both cases, colonies produce large numbers
of neotenics and have a propensity to fuse, forming com-
plex mixed-family societies (Dronnet et al. 2005; Perdereau
et al. 2010, 2015). These two characteristics are thought to
increase the success of introduced populations, especially in
urban areas, by increasing both the probability of successful
long-distance, human-mediated dispersal and the probability
that colony fragments will survive (Perdereau et al. 2015).

In France, Paris is highly infested by R. flavipes. The
city has already implemented several measures to control
infestations (Lohou et al. 1997; Paulmier et al. 1997; Caron
2003) such as managing most termite prevention and control
efforts in infested buildings and neighboring areas, as well as
treating infested trees found along streets. Despite numerous
treatments, R. flavipes persists in several part of Paris. Local
authorities do not know whether treatments were partially
or completely ineffective or whether the treated areas were
subsequently recolonized.

This study aimed to follow R. flavipes colonies in Paris
over time to better understand their dynamics in urban habi-
tat. There were three main objectives. First, we wanted to
identify the colonies present in 2001 and 2016 in four large
areas of Paris using data from numerous sampling points.
Second, we wished to compare the colonies identified in
2001 with those identified in 2016 to get sense of colony
persistence; the results could help clarify colony dynam-
ics in urban habitats and determine if recolonization events
were due to residual colonies or new colonies. Until now,
colony delineation has largely involved using a classical
population genetics approach to examine genetic differ-
ences among groups of 10-20 workers taken from different
sampling points (Vargo 2003b; DeHeer and Vargo 2004;
Dronnet et al. 2005; Nobre et al. 2008; Perdereau et al. 2010,
2015). However, in complex termite networks where natural
or human-mediated budding dispersal has occurred, it can
be difficult to correctly assess colony boundaries using this
technique (Dronnet et al. 2005). Third, we wanted to see
whether a Bayesian clustering approach (Guillot et al. 2005a,
2009) that combine spatial and genetic information would
improve colony delineation. Such a method has already been
used to infer population boundaries in ants (Holzer et al.
2009) and, more recently, in termites (Arango et al. 2015;
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Bankhead-Dronnet et al. 2015). We also compared the effi-
cacy of the classical population genetics approach and the
Bayesian approach.

Materials and methods
Sampling

Foraging termite workers were collected from buildings and
trees (e.g., from mud tubes or wood fragments) at sampling
points in four distinct areas of Paris, France (Fig. 1). The
city being broken up into different districts, called arron-
dissements, Area 1 extended through 3 arrondissements (the
2nd, 8th, and 9th), Area 2 was located in the 8th arrondisse-
ment, Area 3 was located in the 13th arrondissement, and
Area 4 was located in the 17th arrondissement. Termites
were collected at a total of 70 points across two sampling
periods: there were 33 and 37 sampling points in 2001 and
2016, respectively. From the 33 sampling points in 2001, 22
were associated with the Dronnet et al. (2005) study, while
the other 11 were associated with various studies (Dron-
net et al. 2002, 2004, 2006). The breakdown of sampling

points was as follows: 20 points in Area 1, 1 point in Area
2, 6 points in Area 3, and 6 points in Area 4 (Fig. 1). For
each sampling point, DNA for ten workers was available—
it had been extracted by Dronnet and colleagues and then
kept frozen for over 15 years. In 2016, the sampling points
were chosen from the same location as the ones found in
2001 or in the neighboring area if they were not found at the
exact same location. The complexity of our sampling was
then reduced by this concomitant choice. The breakdown of
our sampling points in 2016 was somewhat different from
2001: there were 9 points in Area 1, 6 points in Area 2, 5
points in Area 3, and 17 points in Area 4 (Fig. 1). Ten live
termites were sampled at each point, placed in pure ethanol,
and stored until DNA extraction could occur. Given the sam-
pling scheme, we conducted area-specific analyses, which
also allowed us to examine local colony dynamics.

Genetic data

For the 2001 samples, DNA had been previously extracted
as described by Dronnet et al. (2004). For the 2016 samples,
DNA was extracted from whole termites using the Wizard®
Genomic Purification Kit (Promega) in accordance with the
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Fig. 1 Map of the study areas and sampling points where R. flavi-
pes workers were collected in Paris, France. The map was created
using ArcMap (ArcGIS v. 10.3.1). The red crosses indicate the 2001
sampling points (n=33), and the black crosses indicate the 2016
sampling points (n=37). In Area 1, 20 points and 9 points were sam-
pled in 2001 and 2016, respectively (total n=29). In Area 2, 1 and 6

points were sampled in 2001 and 2016, respectively (total n=7). In
Area 3, 6 points and 5 points were sampled in 2001 and 2016, respec-
tively (total n=11). In Area 4, 6 points and 17 points were sampled in
2001 and 2016, respectively (total n=21). Buildings are in gray, and
bodies of water are in blue
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manufacturer’s instructions. We ended up with DNA from
330 workers for 2001 and 370 workers from 2016. The sam-
ples were genotyped using nine microsatellite loci previ-
ously described: we used RfI-3, Rf6-1, Rfl1-1, Rf15-2, and
RS15 like Dronnet et al. (2005) as well as four additional
loci Rf21-1, RS76, RS43 (Vargo 2000; Dronnet et al. 2004)
and RS described in DeHeer et al. (2005). These nine loci
are part of a set for which optimal multiplex polymerase
chain reaction (PCR) procedures have been developed at
Genoscreen (Lille, France) (Table S1); only multiplex 1 and
2 were used in this study. The multiplex PCR mixtures con-
tained 1 U of Taqg DNA polymerase (FastStart—Roche Diag-
nostics), 6 pmol of dNTP, 37.5 pmol of MgCl2, and 1 ng
of template DNA and primers. Primers were labeled with
fluorescent dyes (6-FAM, NED, VIC, or PET; Table S1)
and were used at the concentrations indicated in Table S1.
The amplification cycling conditions were as follows: an
initial 10 min denaturation step at 95 °C, 40 30-s cycles
at 95 °C, a 30-s annealing step at 55 °C, an initial 1-min
extension step at 72 °C, and a final 10-min extension step
at 72 °C. PCR products were analyzed at Genoscreen; an
ABI 3730XL sequencing system (Applied Biosystems) and
GeneScan'-500LIZ® size standard (Applied Biosystems)
were used. We screened for mitochondrial DNA variation
by sequencing a 658-bp fragment of the cytochrome oxidase
subunit IT (COII) gene for one individual from each of the 70
sampling points using the modified primers A-tLeu (50-CAG
ATAAGTGCATTG GATTT-30) (Miura et al. 2000) and
TK-N-3785 (50-GTT TAA GAG ACC AGT ACT TG-30)
(Simon et al. 1994). The reaction mixture had a final vol-
ume of 40 pL and contained 1 uL of DNA template, 20 uL
of HotStart® Master Mix (Qiagen), 2 uM of each primer,
and 15 pL of water. PCR amplification was performed using
an ESCO thermocycler. The conditions were as follows:
an initial 15-min denaturation step at 95 °C, 35 iterations
of a three-step temperature cycle(45 s at 94 °C, 1 min at
54 °C, and 1.5 min at 72 °C), and a final 10-min extension
step at 72 °C. After amplification, the PCR products were
sequenced on an ABI 3730XL sequencing system (Applied
Biosystems) at Genoscreen (Lille, France). The genotyping
of the microsatellite alleles and the alignment and correc-
tion of the COII sequences were performed using Geneious
(v.9.4). Then, we carried out a BLAST search for the COII
sequences in GenBank to see if they had already been refer-
enced and thus determine the associated haplotypes.

Colony delineation

For each study area and sampling period, we identified dif-
ferent colonies by estimating the degree of genotypic dif-
ferentiation between all the pairs of sampling points using
GENEPOP on the Web (Raymond and Rousset 1995; http://
genepop.curtin.edu.au/). This method assesses the degree
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of differentiation at each microsatellite locus using a (G)-
based exact test (log likelihood), and overall significance
is determined using a Fisher’s combined probability test.
Thus, different sampling points were considered to repre-
sent different colonies when the degree of differentiation was
significant after Bonferroni correction [’ =0.05/(number of
loci X number of sampling points)]. This procedure was also
used to test the degree of differentiation between colonies
identified in 2001 and 2016.

To analyze spatial patterns in genetic structure and colony
boundaries within each of the four study areas, we used an
IBD test (Balkenhol and Fortin 2015) that assessed the cor-
relation between Euclidian geographic distances and Nei’s
D genetic distances (Nei 1972). This test was carried out
using all the sampling points within each study area for both
sampling periods. A Mantel test was carried out between the
two distance matrices (i.e. Euclidian and genetic distances)
using ade4 package (v. 1.7-4) in R with 999 permutations
(Mantel 1967). Then, a second analysis combining genetic
and spatial data, was performed, using a Bayesian inference
approach implemented in the GENELAND R package (v.
4.0.6) (Guillot et al. 2005b, 2009). GENELAND allowed
us to account for IBD distortions in the inferred Bayesian
clustering patterns (Frantz et al. 2009). Sampling points
were not distinguished by sampling period because of the
use of geographic coordinates in the cluster assignment.
We used three input file: one with the microsatellite data as
(i.e., codominant markers file), one with the mitochondrial
data (i.e., phenotypic markers file), and one with the geo-
graphic coordinates of the sampling points (i.e., coordinate
file) (Guillot et al. 2012). Data on all individuals for both
sampling periods were used. We varied the number of clus-
ters (K) from 1 to 20 across 10 independent runs to infer
the most likely value of K. For the Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) function, we use 100,000 iterations, a thin-
ning interval of 10, and activated correlated allele frequen-
cies and spatial model options; we used the default settings
for the other parameters. We estimated the value of K from
the highest average posterior probability. Individuals were
assigned to subpopulations based on the results for three
separate runs, as suggested by Guillot et al. (2005b). For
these three runs, we fixed K at the value estimated above;
we used 1,000,000 iterations and a thinning interval of 100,
but the other settings were as above. We used the results
from the run with the highest average posterior probabil-
ity to determine the posterior probability of subpopulation
membership for each pixel of the spatial domain (100 x 100
pixels). We considered termite from a group of sampling
points to represent a single colony when all individuals in
the group were assigned to the same cluster. We calculated
pairwise Fgr values between clusters within each study area
(as per Weir and Cockerham 1984) using FSTAT (v. 2.9.3;
Goudet 2001; http://www2.unil.ch/izea/softwares/fstat.
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html). The significance level for the F statistics was defined
using a nonparametric randomization test employing 1000
permutations and the p value threshold was adjusted with the
Bonferroni correction. To compare these results with those
obtained using GENEPOP, we performed (G)-based exact
tests (log likelihood) between sampling points within each
inferred cluster; overall significance was determined using
a Fisher’s combined probability test.

Breeding structure

Breeding structure was determined for the colonies identi-
fied in the GENELAND analysis colonies were sorted based
on cluster membership and sampling period. Within each
colony, we tested for linkage disequilibrium using FSTAT
(v. 2.9.3; 1000 permutations) (Goudet 2001) and for devia-
tion from Hardy Weinberg equilibrium using GENEPOP on
the Web (Raymond and Rousset 1995). Then, we inferred
colony breeding structure by comparing the observed fre-
quencies of alleles and genotypes to the standard theoretical
frequencies associated with the three family types (Vargo
2000; Bulmer et al. 2001; DeHeer and Vargo 2004; Vargo
and Carlson 2006). Colonies were considered to be simple
families when worker genotypes patterns were consistent
with those expected for the direct offspring of a single pair of
reproductives. A G-test was used to determine whether the
observed frequencies fit with the frequencies expected under
Mendelian segregation of alleles from two parents (p <0.05,
with a combined Bonferroni correction applied across all
loci). Colonies were considered to extended families when
there were no more than four alleles at any locus and when
worker genotypes patterns were not consistent with those
expected for the direct offspring of a single pair of repro-
ductives. Colonies were considered to mixed families when
more than four alleles were observed at one or more loci, a
pattern that is consistent with offspring being produced by
more than two unrelated reproductives. Finally, we calcu-
lated colony-level F statistics (Weir and Cockerham 1984)
and the coefficient of relatedness () (Queller and Goodnight
1989) using FSTAT (v. 2.9.3; Goudet 2001) to compare our
results with those obtained using models simulating termite
breeding structure developed by Thorne et al. (1999) and
Bulmer et al. (2001). The number of alleles (Na) per locus
was compared between colonies identified in 2001 and 2016
using a t-test, and allelic richness (Rs), observed heterozy-
gosity (Ho), and gene diversity (Hs) (Nei 1987) in 2001
and 2016 were estimated using FSTAT (v. 2.9.3; Goudet
2001). The significance of any differences in the latter met-
rics was determined using randomization tests implemented
in FSTAT (v. 2.9.3; 1,000 permutations, two-tailed tests).
When colonies found in the same area exhibited significant
differences between 2001 and 2016, we then compared

haplotypes, allele numbers, allelic richness, and gene diver-
sity between colonies to explore further differences.

Results
Colony delineation

In Area 1, GENEPOP grouped the 20 sampling points for
2001 into a single colony (Fig. 2, Area 1-A, red circles;
G-test, all p>a’=0.0003); the 9 sampling points for 2016
were grouped in another one colony (red triangles; G-test,
all p>a’=0.0006). The lack of genotypic differentiation
between these two colonies (Fig. 2, Area 1-A; G-test, all
p>a’'=0.0028) was consistent with a lack of IBD within
Area 1 (Mantel test: p=0.053). In contrast, the GENELAND
analysis, which took into account spatial structure, estimated
that there were four clusters (Fig. 2, Area 1-B; F ¢ estimates:
white versus gray cluster=0.013, p>0.008 NS at a pre-cor-
rection threshold level of 5%; white versus light gray clus-
ter=0.032, p <0.008; white versus dark gray cluster=0.113,
p <0.008; gray versus light gray cluster=0.011, p <0.008;
gray versus dark gray cluster=0.071, p <0.008; light gray
versus dark gray cluster=0.053, p <0.008). Within each
cluster, there was no genotypic differentiation between
sampling points (Fig. 2, Area 1-B; gray cluster (n=3), all
p>a'=0.0019, yellow symbols; dark gray cluster (n=2),
all p>a’=0.0028, black circles; light gray cluster (n=21),
all p>a’'=0.0003, red symbols; white cluster (n=3), all
p>a'=0.0019, blue symbols). In Area 1, three clusters
comprised colonies from both 2001 and 2016, while one
was made up of just one colony from 2001 (Table 1; Fig. 2,
Area 1-B, black circles).

In Area 2, results from GENEPOP, considered the unique
sampling point for 2001 as only one colony (Fig. 2; black
circle). Concomitantly, analysis grouped all six sampling
points for 2016 into one colony as well (Fig. 2, Area 2-A;
G-test p>a’=0.0009, red triangles). Whereas, there was a
significant genotypic differentiation between the 2001 and
2016 colonies (Fig. 2, Area 2-A; G-test p <a’'=0.0028),
no IBD was detected (p =0.576). In the other hand, the
GENELAND analysis supported these results as it identified
two clusters (Fig. 2, Area 2-B; F¢; estimate: white versus
gray cluster=0.249, p <0.05). Within the gray cluster, there
was no genotypic differentiation between sampling points
(Fig. 2, Area 2-B; n=6, all p>a’=0.0019, red triangles).
Furthermore, GENELAND determined that each colony
was associated with a sampling period (Table 1). The 2016
colony differed significantly from the 2001 colony.

In Area 3, GENEPOP separated the six sampling points
for 2001 into two different colonies (Fig. 2, Area 3-A; G-test
p>a'=0.0009, red circles and black circles); the five sam-
pling points for 2016 also formed two distinct colonies
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«Fig. 2 Maps showing the delineation of R. flavipes colonies in four
areas of Paris, France. The map was created using ArcMap (ArcGIS
v. 10.3.1). Two approaches were used: the GENEPOP approach (A;
on the left) uses classical statistical methods and the GENELAND
approach (B; on the right) uses Bayesian methods. The circles indi-
cate 2001 sampling points, and the triangles indicate 2016 sampling
points. The different background colors (white, gray, light gray, and
dark gray) indicate the different clusters identified using the GENEL-
AND approach. The different colors of the symbols (red, blue, yel-
low, and black) indicate sampling points that were not genetically dif-
ferentiated

(Fig. 2, Area 3-A; G-test p>a’=0.0011, red triangles and
blue triangles). In this area, there was significant genotypic
differentiation between the 2001 and 2016 colonies that had
haplotype A (G-test p <a’'=0.0014, black circles and blue
triangles), but there was no differentiation between the 2001
and 2016 colonies that had haplotype D (Fig. 2, Area 3-A;
G-test p>a'=0.0014, red symbols). No IBD was detected in
Area 3 (p=0.760). The GENELAND analysis inferred two
clusters (Fig. 2, Area 3-B; F¢; estimate: white versus gray
cluster =0.356, p <0.05). There was significant genotypic
differentiation between sampling points in the first but not in
the second cluster which contained the five sampling points
displaying the D haplotype (Fig. 2, Area 3-B; gray cluster
(n=6), p<a’'=0.0009, black circles (n=3) and blue trian-
gles (n=3); white cluster (n=5), p>a’'=0.0011, red sym-
bols). Combining the GENEPOP and GENELAND results,
four colonies could be delineated in Area 3 (Fig. 2, Area
3-B), two of which were sampled in 2001 versus in 2016
(Table 1). However, there was no differentiation between
one 2001 colony and one 2016 colony found in the same
local area.

In Area 4, GENEPOP grouped all 6 sampling points
for 2001 in only one colony (Fig. 2, Area 4-A; G-test all
p>a'=0.0009, red circles) whereas all 17 sampling points
for 2016 were grouped in two distinct colonies (G-test all
p>o'=0.0003, red triangles and black triangles). There was
genotypic differentiation between the 2001 colony and one
of both 2016 colonies (Fig. 2; G-test p>a'=0.0014, red
symbols and black symbols). Significant IBD was observed
in Area 4 (p=0.012). The GENELAND analysis estimated
cluster number to be four (Fig. 2, Area 4-B; F, estimates:
white versus gray cluster =0.034, p <0.008; white versus
light gray cluster=0.281, p <0.008; white versus dark gray
cluster=0.167, p <0.008; gray versus light gray=0.159,
p <0.008; gray versus dark gray cluster =0.046, p < 0.008;
light gray versus dark gray cluster =0.093, p <0.008). There
was no genotypic differentiation between sampling points
within clusters, except in the case of the dark gray cluster
(Fig. 2, Area 4-B; white cluster (n=13), all p > a'=0.0004,
red symbols; gray cluster (n=7), all p>a’=0.0008, black
triangles; light gray cluster (n=2), all p> a'=0.0028, yel-
low symbols). Combining the GENEPOP and GENELAND

results, five colonies could be delineated: one from 2001 and
four from 2016 (Table 1). The 2001 colony did not differ sig-
nificantly from the 2016 colony found in the same local area.
Ultimately, using both the GENELAND and GENEPOP
analyses, we were able to identify 18 colonies (Table 1).

Genetic diversity

All the microsatellite loci were polymorphic and the number
of alleles (Na) ranged from 2 to 12; observed heterozygosity
(Ho) ranged from 0.305 to 0.616, and gene diversity (Hs)
ranged from 0.339 to 0.633 (Table S2 and S4). Taking into
account the colonies previously inferred, the allelic richness
(Rs) in the 2001 was significantly higher than in 2016 (2.759
versus 2.562, p=0.045). However, no significant differences
were observed between sampling periods in the number of
alleles (Na, t=0.447, df=15.56, p=0.661), observed het-
erozygosity (Ho, p=0.141), or gene diversity (Hs, p=0.240)
(Table S2).

We identified two haplotypes at the mtDNA COII locus:
haplotype A and haplotype D, which have been previously
described (accession numbers JQ280540 and JQ280572,
respectively) and which differ in six base pairs (Perdereau
et al. 2013). Termites at five sampling points (7%; three in
2001 and two in 2016) in Area 3 had haplotype D. In con-
trast, termites at the other 65 sampling points (93%) had
haplotype A (Table 2).

Colony breeding structure

Colonies were assigned a code based on study area, clus-
ter membership, and sampling period (Table 2). Half of
the colonies deviated from Hardy—Weinberg equilibrium
(i-e., nine colonies with p < 0.05), but no genotypic disequi-
librium was observed at the microsatellite loci examined.
Based on the genotype patterns, none of the colonies were
classified as simple families. Indeed, all the colonies had
more than four genotypes at least one locus, indicating that
some or all of their workers were the offspring of neoten-
ics (Ng max; Table 2). Eleven of the 18 colonies (61.1%)
were extended families since they had no more than four
alleles at any locus, and the remaining 7 (38.9%) were mixed
families since they had more than four alleles at one or more
loci (Table 2). The F-statistics and worker-relatedness coef-
ficient for the colonies (Table 3) were consistent with those
expected for theoretical populations composed of colonies
having hundreds of neotenics (Thorne et al. 1999; Bulmer
et al. 2001).

In areas 2 and 3, both the GENEPOP and GENELAND
analyses found significant genetic differences between
2001 and 2016 colonies sampled at the same locations
(Fig. 2, Area 2-B and Area 3-B, gray cluster). In area 2,
allelic richness (Rs) and gene diversity (Hs) were lower
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Table 1 Delineation of R. flavipes colonies found in four areas of Paris using GENEPOP and GENELAND

n GENEPOP

GENELAND

Nb col 2001 Nb col 2016 Non-diff Diff

Nb clusters Nb col 2001 Nb col 2016 Non-diff Diff

Area 1 29 1 1 1 0
Area 2 7 1 1 0 2
Area 3 11 2 2 1 2
Area 4 23 1 2 1 1
Total 70 5 6 3 5

4 4 3 3 1
2 1 1 0 2
2 2 2 1 2
4 1 4 1 3
12 8 10 5 8

This table indicates the number of colonies identified using each approach for both sampling periods 2001 and 2016. The number of sampling
points in each area is n, and the estimated number of clusters is Nb clusters. Non-diff indicates the number of colonies that were not significantly
differentiated based on the GENEPOP analysis and that were assigned to the same cluster in the GENELAND analysis; Diff indicates the num-
ber of colonies that, between 2001 and 2016, were significantly differentiated from each other in the GENEPOP analysis and not assigned to the

same cluster in the GENELAND analysis

Table 2 Genetic data for R.
flavipes colonies identified in

Colony n Microsatellite analyses col

four areas of Paris Family structure Na  Max Na Max Ng N loci 4+ Haplotype Accession no.

Area 1
A1C1-2001 10 Extended
AIC1-2016 20 Extended
A1C2-2001 20 Mixed
A1C3-2001 160 Mixed
A1C3-2016 50 Mixed
A1C4-2001 10 Extended
A1C4-2016 20 Extended
Area 2
A2C1-2016 60 Extended
A2C2-2001 10 Extended
Area 3
A3C1-2001 30 Extended
A3C1-2016 30 Extended
A3C2-2001 30 Mixed
A3C2-2016 20 Extended
Area 4
A4C1-2001 60 Mixed
A4C1-2016 70 Mixed
A4C2-2016 70 Mixed
A4C3-2016 20 Extended
A4C4-2016 10 Extended

256 4 7 0 A JQ280590
2,67 4 9 0 A JQ280590
356 6 2 A JQ280590
333 6 11 1 A JQ280590
3.00 5 9 1 A JQ280590
244 4 6 0 A JQ280590
278 4 0 A JQ280590
256 4 9 A JQ280590
289 4 6 0 A JQ280590
289 4 0 A JQ280590
2778 4 0 A JQ280590
356 7 11 2 D JQ280572
256 4 6 0 D J1Q280572
311 7 15 1 A JQ280590
3.00 7 13 1 A JQ280590
333 5 10 2 A J1Q280590
267 4 7 0 A J1Q280590
267 4 6 0 A JQ280590

Microsatellite analyses: colonies identified by the GENEPOP and GENELAND analyses were assigned a
code based on study area, cluster membership, and sampling period (for example, A3C2-2016 was a colony
in area 3 that was part of cluster 2 and that was present in 2016). For each colony, the following informa-
tion is provided: the number of termite workers genotyped (n), the family structure, the mean number of
alleles per locus (Na), the maximum number of alleles (Max Na) and genotypes (Max Ng) per locus, and
the number of loci with more than four alleles (N loci 4+). The colony’s haplotype at the mitochondrial
COII locus (GenBank accession number provided; Perdereau et al. 2013a, b) is also indicated

in the 2001 colony than in the 2016 colony (Rs: 2.076
versus 2.447, respectively, p=0.028; Hs: 0.383 versus
0.535, respectively, p=0.032), but there was no differ-
ence in allele number (Na; t=0.781, df =15.56, p =0.446)
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(Table S3). In area 3, in the gray cluster, there was no
difference in allele number (Na; t=0.267, df=15.818,
p=0.792), allelic richness (Rs, p=0.378), or gene diver-
sity (Hs, p=0.310) (Table S3).
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Table 3 F-statistics and

F, F F,
worker-relatedness coefficient m a e g
(r) for colonies present in 2001 2001 (n=8) 0.240+£0.028 0.196£0.028 0.055+0.036 0.316+£0.043
and 2016 2016 (n=10) 0.243+0.035 0.194+0.019 0.061+£0.044 0.312+0.029
The values provided are the means and standard errors. The variable n refers to the number of colonies
identified
Discussion this method has been employed in a few studies (Holzer et al.

For most studies examining spatial patterns in genetic struc-
ture, sampling procedure and sample size are very important
because they can influence the results (Balkenhol and Fortin
2015). The cryptic lifestyle and complex structure of sub-
terranean termite colonies make it difficult to study whole
colonies. As a result, colony delineation remains a challenge.
Moreover, in urban landscapes notably, termites can only be
sampled from identified foraging areas and thus sampling
procedures are not exhaustive (Vargo and Parman 2012).
An additional difficulty is that the unique colony structure
seen in invasive R. flavipes populations in France makes it
hard to assess colony boundaries using standard population
genetics approaches (Dronnet et al. 2005; Perdereau et al.
2010, 2015). Consequently, in this study, we combined a
classical population genetics approach (implemented into
GENEPOP) with a spatial Bayesian approach (implemented
into GENELAND) to infer structure of R. flavipes colonies
occurring in our study areas. We were able to delineate 18
colonies across two sampling periods: 8 colonies in 2001
and 10 colonies in 2016 (Table 1).

Both methods generated different results for two areas. In
area 1, the GENEPOP approach, which used microsatellite
data alone, identified two colonies (one in 2001 and one in
2016) that did not differ genetically (Fig. 2, Area 1-A). In
contrast, GENELAND, using microsatellite, mitochondrial,
and spatial data, identified four distinct colonies in 2001
and three distinct colonies in 2016 even though only haplo-
type A was present (Fig. 2, Area 1-B). In area 3, however,
GENELAND did not pick up on differences between the
2001 colonies and 2016 ones occurring in the gray cluster
(Fig. 2, Area 3-B), but GENEPOP did. Haplotype differ-
ences may have biased the GENELAND results: the gray
cluster only contained sampling points characterized by hap-
lotype A, while the white cluster only contained sampling
points characterized by haplotype D (Fig. 2, Area 3-B). This
difference in mitochondrial haplotypes may have dominated
the cluster formation process and thus prevented the detec-
tion of more subtle patterns among sampling points within
the gray cluster. Therefore, in areas 1 and 3, the extent of the
study zone needs to be adjusted to account for the intrinsic
dispersal abilities of this invasive termite. Our results high-
lighted the need to combine spatial information with genetic
data when delineating subterranean termite colonies. While

2009; Arango et al. 2015; Bankhead-Dronnet et al. 2015), its
use should be greatly expanded if we wish to better under-
stand the genetic structure and boundaries of R. flavipes and
other termite colonies.

It was expected that the colonies identified would not
differ over the time. Surprisingly, colonies had different
“genetic identities” between 2001 and 2016. For example,
within areas 2 and 3, colony delineations differed between
2001 and 2016, suggesting that new colonies were rein-
troduced after a control treatment eradicated established
colonies. This phenomenon is common in the parts of R.
flavipes’ native range where colony density is high—recolo-
nization via natural dispersal may occur following successful
colony eradication (Vargo 2003c; Parman and Vargo 2010;
Vargo and Parman 2012a). However, such recolonization
events should be unlikely in our study areas because species
dispersal dynamics are modified by the presence of urban
infrastructure; indeed, long-distance, human-mediated dis-
persal (i.e., between study areas) is major force (Dronnet
et al. 2005; Perdereau et al. 2010, 2015; Arango et al. 2015).
It is therefore unlikely that a new colony was introduced by
accident at the exact same location twice. In area 2, which
has never been the target of pest control efforts, there were
differences in allelic richness and gene diversity between
2001 and 2016. Genotypic frequencies could have shifted
as a result of IBD combined with budding dispersal and
inbreeding. In area 3, we observed a significant difference
between the two colonies belonging to gray cluster over the
time (Fig. 2). Since there were no significant differences in
genetic diversity, clustering could have resulted from the
haplotype difference between the sampling points of area 3.
Thus, the colony identified in 2016 within the gray cluster
(Fig. 2, Area 3, blue triangles) was new and did not repre-
sent part of a nearby infestation (Fig. 2, Area 3, red circles).
The six remaining colonies that genetically differed between
2001 and 2016 could have resulted from a failure to resam-
ple the exact same colony entities (i.e., Fig. 2, Area 1, gray
cluster) and/or the sampling of new colonies in 2016 (i.e.,
Fig. 2, Area 4, differently shaded gray clusters).

In accordance with our expectations, five of the eight
colonies identified in 2001 did not significantly differ geneti-
cally from the colonies identified in 2016 (Table 1). How-
ever, this finding does not mean that those colonies per-
sisted over time; the low genetic diversity of this population

@ Springer





Genetica

increases the probability of seeing similar genetic patterns
by chance alone. Furthermore, five new colonies were iden-
tified in a neighboring area in 2016 (e.g., A4C2, A4C3,
and A4C4 in area 4; Fig. 2), and the GENEPOP approach
grouped the sampling points with the five undifferentiated
colonies (e.g., areas 1 and 4; Fig. 2), suggesting that the
old and new colonies may be derived from a prior infesta-
tion. Indeed, the abundance of neotenics suggests budding
dispersal helped enlarge the colony and its foraging territo-
ries (Dronnet et al. 2005; Perdereau et al. 2015). However,
because overall allelic richness was low in both 2001 and
2016, we cannot exclude the possibility that a new colony
arrived from another part of Paris. Indeed, long-distance,
human-mediated dispersal makes it more complicated to
differentiate among sampling points if there are already no
significant differences in allelic richness and gene diversity.
Currently, just 2 distinct haplotypes have been highlighted in
Paris, out of the 11 identified in France thus far (Perdereau
et al. 2013a). Two scenarios may explain this observation:
(1) few introductions occurred in Paris that were followed
by a wave of secondary introductions, which dispersed
propagules throughout the city or (2) several introductions
occurred in Paris, but they came from the same population
in France. These dispersal dynamics contrast greatly with
those observed in forest habitat in the species’ introduced
range, where colonies are large, open, and expansive, con-
tain numerous neotenics, and essentially form a continuous
network of nests (Dronnet et al. 2005; Perdereau et al. 2010,
2015).

Given these traits and the GENELAND results, there is
a clear need to refine the term “colony” for this species. In
the subterranean termites, sampling points are considered
to represent the same “colony” when the termites present
do not display genetic differentiation (Dronnet et al. 2005;
Aluko and Husseneder 2007; Husseneder et al. 2007; Per-
dereau et al. 2010, 2015; Vargo and Parman 2012b; Vargo
et al. 2013). As seen in Dronnet et al. 2005, some sampling
points can be grouped even though they are not physically
connected. We observed this same phenomenon in area 3,
sampling points were grouped together (Fig. 2, white clus-
ter) although they seemed geographically distant (separated
by 1492.78 m) but connected by foraging tunnels, especially
in the complex urban environment. This particular structure
has been seen in what are called “supercolonies” (unicolo-
nial entities), notably in the termite species R. urbis in the
city of Domene (Leniaud et al. 2009). However, the term
supercolony does not seem appropriate to apply here since
the definition is based on the presence of an IBD pattern
suggestive of a network of reproductive centers and thus
several budding nests. The term “colonial entity” may more
accurately describe R. flavipes’ colony structure in its intro-
duced range, by referring to the genetic structure associated
with the termite’s spatially structured infestation.
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Reticulitermes flavipes colony breeding structure var-
ies in its native range, and the number of reproductives per
colony can range from 10 to 100 (Perdereau et al. 2015).
As observed in previous studies of R. flavipes in its intro-
duced range, we found no simple-family colonies (Dron-
net et al. 2005, 2006; Perdereau et al. 2010, 2015). Two of
the four colonies primarily identified as non-differentiated
colonial entities were extended-family and the two others
were identified as mixed-family in the 2001 samples and
all colonial entities remained extended and mixed-family in
the 2016 samples (i.e. A1C3-2001 and A1C-2016 Table 2).
One of the colonies in area 3 that seemingly persisted over
time (A3C2, Table 2; Fig. 2) appeared to shift in structure,
going from a mixed-family in 2001 to an extended family in
2016. It is important to point out that mixed-family colonies
are distinguished from extended-family colonies based on
allele number. Since the number of alleles per locus in R.
flavipes populations is low (this study; Dronnet et al. 2005,
2006; Perdereau et al. 2010, 2015), our ability to differen-
tiate between mixed-family colonies and extended-family
colonies is limited, and we cannot completely exclude the
possibility that some colonies actually had a mixed-family
structure. Indeed, Perdereau et al. (2010) suggested that, in
French subterranean termite populations, the proportion of
mixed-family colonies, and thus colony fusion events, is
largely underestimated because of their low genetic diver-
sity. In this study, there were high percentages of mixed- and
extended-family colonies (38.9 and 61.1%, respectively) and
inferred a large number of neotenics (> 100), which suggest
colonies make an extensive network of connected, related
nests. This finding helps confirm that, in the termite’s intro-
duced range, these particular breeding systems dominate in
urban habitat and natural habitat alike (Dronnet et al. 2005;
Perdereau et al. 2010, 2015).

Similar characteristics have been seen in the R. flavipes
population of New Orleans, Louisiana, which is assumed
to be the source population. They may reflect an adapta-
tion to anthropogenic environments, providing subterra-
nean termites with a new means of spreading within urban
habitats (Perdereau et al. 2015). They also have important
implications for control efforts. If cities are infested by
large, extended colonies, the current practice of treating
small areas will be insufficient. Indeed, a colony may per-
sist thanks to its multiple, neighboring nests and can then
recolonized the treated area by budding. The factors driving
the high degree of neotenic differentiation are still unknown;
however, it could be favored by colony disturbance, which
could isolate small groups of termites and facilitate long-
distance dispersal. Although previous studies in Paris aimed
to develop reliable eradication techniques (Lohou et al.
1997), their efforts have clearly been unsuccessful because
we discovered that genetically undifferentiated colonies per-
sisted over 15 years in certain parts of the city. This finding
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underscores the need to come up with innovative pest con-
trol strategies and/or products that account for the biology
of this invasive species. Because of the unpredictability of
anthropogenic activity, it is hard to anticipate the outcomes
of invasions in urban areas. Steps are being made in the
right direction. Recently, a mathematical model was devel-
oped that simulates the spread of an invasive termite in an
urban environment (Tonini et al. 2013). The study focused
on Nasutitermes corniger, an arboreal termite species that
is invasive in North America. The authors proposed that the
model could be extended to any invasive termite species
with the important caveat that parameters would need to be
adjusted to reflect species biology. The results of this study
have served to clarify colony dynamics in urban habitats for
an invasive population of R. flavipes. They could therefore
help parameterize a version of the Tonini et al. (2013) model
for use with this species. However, we should first study
the environmental variables that could explain the termite’s
distribution and favor its spread.
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