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Possible antagoniste de la drosophile du cerisier: le parasitoide
Trichopria drosophilae, ici en train de pondre ses ceufs dans la pupe
d’une drosophile du cerisier. (Photo: Jana Collatz, Steffen Hagen-
bucher, Agroscope, Urs Wyss, Entofilm)

Introduction

La drosophile du cerisier (Drosophila suzukii) est origi-
naire d'Asie et se propage en Europe depuis 2008 (Cini
et al. 2012). Contrairement aux mouches du vinaigre
indigénes (Drosophilidae), elle peut pondre ses ceufs
dans des fruits mars et intacts, provoquant ainsi des dé-
gats dans diverses cultures fruitieres (Mazzi et al. 2017).
Actuellement, on a recours aux insecticides, aux filets
anti-insectes et aux piéges a insectes pour lutter contre
ce fléau; cependant, ces méthodes affectent également
d'autres espéeces et I'environnement, et elles ne sont pas
applicables dans toutes les situations ou ne sont pas suf-
fisamment efficaces (Haye et al. 2016).

Plusieurs études ont indiqué que le parasitoide indigéne
Trichopria drosophilae pourrait constituer un ennemi
naturel prometteur dans la lutte biologique contre la
drosophile du cerisier, car il a un effet de parasitage éle-
vé et que son élevage est simple (par ex. Rossi Stacconi
et al. 2019). Trichopria drosophilae a déja été identifié

en Suisse, principalement dans des structures boisées et
des haies dans le paysage agricole (Knoll et al. 2017).
La diversité et le flux génétiques peuvent étre détermi-
nants pour le succes de |'utilisation des parasitoides pour
la lutte biologique (Wajnberg 2004; Hoelmer et Kirk
2005). Les populations qui se sont adaptées a leur envi-
ronnement local par différenciation génétique peuvent,
par exemple, se distinguer considérablement dans leur
choix des espéces hotes ou dans leur capacité d'adap-
tation a la température (Fleury et al. 2009; Henry et al.
2008). Par conséquent, ces parasitoides conviennent plus
ou moins bien pour la lutte biologique contre un rava-
geur dans un environnement donné. La différenciation
génétique peut également résulter d'un flux génétique
restreint, lorsque la reproduction s'effectue de préfé-
rence a I'échelle locale ou que des barrieres paysagéres
empéchent le mélange des individus.
Il n'existe pas a ce jour d'études génétiques sur T. droso-
philae dans son aire de répartition naturelle, mais cer-
taines études montrent de grandes différences entre les
populations locales (Wang et al. 2016; Knoll et al. 2017).
Pour décrire la diversité et la différenciation génétiques,
nous avons développé des marqueurs moléculaires (mi-
crosatellites) et relevé la structure génétique de T. dro-
sophilae dans |'espace aux niveaux local et régional, en
particulier dans le canton du Tessin (Suisse). Nous avons
posé les questions suivantes:
1. Comment la diversité génétique de T. drosophilae est-
elle répartie a différentes échelles dans I'espace?
2. La différenciation génétique refléte-t-elle les diffé-
rents habitats de T. drosophilae?
Matériel et méthodes
Collection de parasitoides
Dans le canton du Tessin, 16 sites ont été sélectionnés et
répartis sur I'ensemble de la zone d'étude (fig. 1): huit
localités hétérogénes avec un mélange de zones fores-
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tieres semi-naturelles et de différentes cultures (par ex.
vignes, petits fruits, cerisiers) et huit localités présentant
des paysages agricoles plus homogénes avec des zones
forestieres semi-naturelles et une seule culture. Trois
types d'habitats ont été définis par site: intérieur de la
surface cultivée (=culture), intérieur de la zone fores-
tiere (semi-) naturelle (=bois) et zone de transition entre
la culture et le bois (=écotone). Pour chaque type d'ha-
bitat, trois emplacements ont été choisis pour les pieges
avec chacun un piege Delta au sol et un dans le feuillage
(1-1,5m) (=micro-site). Les pieges comprenaient chacun
quatre gobelets en plastique contenant des fruits de sai-
son (cerises, prunes) infestés de larves et de pupes d’es-
péces indigenes de Drosophila D. hydei, D. immigrans, D.
melanogaster et D. subobscura, dans lesquels les parasi-
toides pouvaient pondre leurs ceufs (Knoll et al. 2017).
En juin, ao(t, septembre et octobre 2017, des pieges ont
été installés sur tous les sites pendant 4-5 jours. Au total,
416 échantillons ont été prélevés.

Les échantillons ont été conservés a 23°C et 60 % d’hu-
midité relative et les parasitoides adultes éclos ont été
placés dans de I'alcool a 96 %, a une température de
—20°C. Les especes ont ensuite été déterminées. Tous
les T. drosophilae ont été conservés pour analyse géné-
tique. Serge Fischer (Agroscope Changins), Annette Herz
et Camilla Englert (Julius Kihn-Institut Darmstadt) et
BioPlanet (Cesena, Italie) ont mis a disposition d'autres
individus de T. drosophilae comme référence. Ces indivi-
dus ont été utilisés pour comparer les données du Tessin
avec celles de régions plus éloignées.

Extraction d’ADN et génotypage microsatellite

Afin de déterminer la diversité génétique et la structure,
nous avons développé en collaboration avec ecogenics
GmbH (Balgach) des marqueurs pour des microsatellites
dans I'ADN des noyaux cellulaires, spécifiques de T.
drosophilae. Sur la base de séquences d’ADN (lllumina
MiSeq, Nano 2x250 v2) a partir d'un mélange de dix
individus de T. drosophilae, des configurations micro-
satellites caractéristiques, c’est-a-dire des séquences de
2-4 paires de bases répétitives (Gugerli et al. 2016), ont
été recherchées et des sites appropriés pour les amorces
ont été identifiés dans les séquences d’ADN adjacentes
pour permettre une amplification PCR (polymerase
chain reaction) de ces fragments d’ADN. Par la suite, 21
marqueurs fiables qui présentaient des variations dans
15 échantillons de T. drosophilae ont été établis, c'est-a-
dire qu'ils présentaient des nombres de copies différents
de la configuration microsatellite. Les 21 marqueurs ont
été combinés dans trois approches ACP multiplex, ce
qui a permis d'analyser les parasitoides des micro-sites
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philae est considéré comme un parasitoide
indigéne prometteur pour la lutte biolo-
gique contre D. suzukii. Afin de détermi-
ner la diversité génétique et la structure
génétique des populations de T. drosophi-
lae dans I'espace, nous avons développé 21
nouveaux marqueurs moléculaires (microsa-
tellites) spécifiques pour cette espéce. Des
échantillons de T. drosophilae ont été pré-
levés sur 16 sites dans trois types d’habitats
différents et ont permis d’identifier trois
groupes génétiques. Bien que de nombreux
individus auraient pu étre attribués a plus
d’un des trois groupes génétiques, on a

pu observer une corrélation entre I'appar-
tenance a I'un de ces groupes et I’habitat
privilégié (faible flux génétique entre les
habitats au sein des sites). D’autres ana-
lyses suggérent que T. drosophilae se pro-
page rapidement entre différentes régions
(flux génétique élevé entre les sites). Nos
résultats montrent comment les études
génétiques peuvent servir a suivre la pro-
pagation d'organismes utilisés pour la lutte
biologique contre les ravageurs.

ou un nombre suffisant d’individus étaient disponibles.
Des détails sur les marqueurs moléculaires (numéros
d’acces GenBank MN264147-MN264167) et I'ensemble
complet des données sont disponibles sur https://doi.
org/10.16904/envidat.80.

Analyses génétiques des populations

Pour décrire la diversité et la différenciation génétiques,
nous avons effectué des analyses génétiques des po-
pulations par le logiciel Arlequin 3.5.2.2.2 (Excoffier
et al. 2005). Des groupes d’individus génétiquement
similaires ont été déterminés avec le logiciel Structure
2.3.4 (Pritchard et al. 2000). Afin de vérifier si les trois
groupes génétiques (K=3) correspondaient aux trois
types d’habitats, nous avons appliqué un test »2. L'auto-
corrélation spatiale résultant d'une éventuelle isolation
par éloignement géographique a été déterminée par le
test de Mantel (dans Arlequin), qui permet de calculer
une corrélation matricielle des distances génétiques et
géographiques par paires.
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Au total, 467 individus de T. drosophilae provenant de
11 sites ont été sélectionnés pour les analyses géné-
tiques et complétés par des guépes d’Allemagne et de
BioPlanet. La diversité génétique moyenne calculée a
I'aide des marqueurs était de 0,3349-0,6177 et variait
considérablement entre les trois types d’habitats (tabl.
1). Bien que la diversité génétique ait tendance a étre
plus élevée dans la surface agricole utile (tabl. 1), cela
n‘a pu étre confirmé statistiquement en raison du petit
nombre de comparaisons et des écarts-types importants.
Les analyses structurelles ont montré une grande varia-
tion entre les analyses répétées (itérations avec le méme
nombre de groupes K), ce qui indique une attribution
plutot incertaine aux groupes biologiquement signifi-
catifs. Par conséquent, les résultats indiqués ici sont ca-
ractéristiques de I'attribution, mais ne sont donnés qu’a

titre d'exemples.

Nos analyses ont révélé un degré élevé de mélange gé-
nétique chez la plupart des individus, ce qui s'est ma-
nifesté par une probabilité d'attribution a plus d'un
groupe génétique. Ce mélange est di au fait que des
populations qui étaient auparavant séparées entrent en

Tableau 1 | Diversité génétique pondérée a I'aide de 21 marqueurs

microsatellites (+ écart-type, ET), dans I'occurrence de Trichopria
drosophilae collectés dans différents habitats au Tessin.

Localité

Vezia

Contone

Davesco

Corteglia

Mezzana

Stabio

Gordola

Sementina

Novazzano

Monteggio

Giubiasco

Habitat
Ecotone
Culture
Bois
Culture
Forét
Bois
Ecotone
Culture
Bois
Ecotone
Bois
Culture
Ecotone
Culture
Bois
Ecotone
Culture
Bois

Bois

Diversité génétique moyenne + ET
0,3349 £ 0,1795
0,5668 + 0,2869
0,3667 + 0,1935
0,6078 + 0,3062
0,4614 + 0,2393
0,4990 + 0,2579
0,5018 + 0,2560
0,4511 £ 0,2344
0,5909 + 0,3024
0,3750 + 0,1975
0,6117 +0,3097
0,6038 £ 0,3036
0,5048 +0,2818
0,5904 +0,3018
0,5326 + 0,2742
0,5339 +0,2712
0,5569 + 0,2904
0,4470 + 0,2324
0,5780 + 0,2958
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Figure 1 | Répartition géographique des 16 sites étudiés dans le
canton du Tessin. En noir, les sites ayant plus d'une plante utile dans
un rayon de 3 ha; en rouge, les localités présentant des paysages
homogeénes. 1: Novazzano, 2: Mezzana, 3: Corteglia, 4: Stabio;5:
Davesco, 6: Vezia, 7: Monteggio, 8: Sessa, 9: Contone, 10: Giubiasco,
11: Sementina, 12: Gordola, 13: Arbedo, 14: Biasca, 15: Malvaglia,
16: Giornico.

Carte du Tessin: Google Maps (novembre 2017): https://www.google.com/maps/place/Tici-
no,+Switzerland/@46.2176967,8.59652,10z/data=!4m5!3m4!1s0x478597da2e3ade83:0xc3eda
1a3958deh8!8m2!3d46.33173414d8.8004529?hI=fr

Carte de la Suisse: Annamap.com (novembre 2017) : http://annamappa.com/svizzera/

contact les unes avec les autres et se reproduisent entre
elles. C'est ce que montre I'exemple de K=3 groupes gé-
nétiques, ol de nombreux individus affichaient une cer-
taine probabilité d'attribution aux trois groupes (fig. 2).
D'autre part, il y avait des différences génétiques nettes
entre les occurrences de T. drosophilae dans différents
micro-sites et habitats d’une localité. Cela indique un
flux génétique local restreint. Les échantillons de Bio-
Planet (BP) présentaient une appartenance a l'un des
groupes génétiques (en rouge sur la figure 2) qui domi-
nait dans différentes localités; le méme modéle a éga-
lement été trouvé en prenant des valeurs K différentes
comme hypothéses (résultats non publiés). Cela pourrait
indiquer que les T. drosophilae lachés dans le nord de
I'Italie sont déja présents a plusieurs endroits du Tessin
et se sont établis dans des populations indigénes. Cepen-
dant, il y avait trop peu d’'individus du nord de I'ltalie
pour confirmer I'attribution de ces animaux au groupe
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Tableau 2 | Attribution des individus de Trichopria drosophilae a
I'un des trois groupes génétiques et regroupement par occurrence.
Regroupement par (A) micro-site a l'intérieur d’un type d’'habitat,
(B) type d’habitat et (C) micro-site.

A Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
Culture-végétation 35 37 0
Culture-sol 38 45 34
Ecotone-végétation 0 1 54
Ecotone-sol 42 13 2
Bois-végétation 29 19 0
Bois-sol 57 42 19
B

Culture 73 82 34
Ecotone 42 14 56
Bois 86 61 19
C

Végétation 64 57 54
Sol 137 100 55

génétique «rouge» et ainsi prouver clairement I'origine
des animaux.

La différenciation génétique (F;) entre toutes les occur-
rences des différents micro-sites était relativement éle-
vée a 0,189 et significativement supérieure a 0 (p <0,001).
De méme, toutes les différenciations génétiques entre
les paires des micro-sites étaient relativement élevées,
que les paires proviennent d'occurrences a l'intérieur des
localités ou entre elles. Cela signifie que la différencia-
tion a petite échelle est élevée. Si, en revanche, tous les
individus d’'un méme site sont combinés, c’est-a-dire non
séparés par type d’habitat, la différenciation génétique
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Figure 3 | Occurrence d'individus de Trichopria drosophilae attri-
bués a I'un des trois groupes génétiques par rapport a l'origine en
provenance de (A) micro-sites a l'intérieur des habitats, (B) d’habi-

tats et (C) des micro-sites.
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No Mo Gi VD
D/BP

C E B
Se

Figure 2 | Probabilité d'attribution des individus de Trichopria drosophilae a trois groupes génétiques (rouge: groupe 1; bleu: groupe 2;
vert: groupe 3), d'aprés des analyses de structure (Pritchard et al. 2000). Chaque barre verticale colorée représente un individu, groupé par
habitat (séparé par des lignes noires) a l'intérieur des sites (séparés par des lignes blanches). Abréviations des habitats et sites: B=bois,
C=culture, E=écotone, Ve=Vezia, Con=Contone, Da=Davesco, Cor=_Corteglia, Me =Mezzana, St=Stabio, Go=Gordola, Se =Sementina,
No=Novazzano, Mo=Monteggio, Gi=Giornico. Des échantillons supplémentaires de quatre origines (VD/D/BP) sont répartis comme suit:
canton de Vaud, Suisse; Weil am Rhein et Dossenheim, Allemagne; BioPlanet, Italie du Nord a I'origine.
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Figure 4 | Relation entre les distances génétiques (F;) et géographiques (euclidiennes) par paires chez
Trichopria drosophilae, groupées selon leur occurrence dans différents habitats.

entre les sites tend vers 0, ce qui suggére un flux géné-
tique élevé au niveau régional.

Par la suite, les individus ont été attribués a I'un des trois
groupes génétiques en fonction de la probabilité d'attri-
bution la plus élevée: 201 individus appartenaient ainsi
au groupe 1 (en rouge sur la figure 2), 157 au groupe 2
(en bleu) et 109 au groupe 3 (en vert). Il a été démontré
que les individus provenant de pieges au sol issus du bois
(28,4 %) et de I'écotone (20,9 %) étaient de préférence
assignés au groupe 1 (tabl. 2). Le groupe 2 comprenait
de nombreux individus provenant de surfaces cultivées
(28,7 %) et de pieges au sol dans le bois (26,8 %), et en-
viron 50 % des individus du groupe 3 provenaient du
feuillage de I'écotone (fig. 3). La relation entre I'attri-
bution a I'un des trois groupes génétiques et l'origine
des échantillons a été confirmée par le test ? (tableau
2A; 2 =244,43; p < 0,001). Cette relation est également
demeurée significative lorsque les groupes ont été
établis uniquement par habitat (tableau 2B; > =71,81;
p <0,001) ou par sol par opposition au feuillage (ta-
bleau 2C; %% =9,59; p <0,01). Cette structuration a petite
échelle des occurrences de T. drosophilae a également
été confirmée par I'absence de corrélation entre les dis-
tances génétiques et géographiques par paires (fig. 4;
Mantel r=-0,047; p=0,681): les différences génétiques
étaient trés similaires tant a petite échelle qu'a grande
échelle et n‘ont pas augmenté avec I'éloignement.

L'analyse génétique a l'aide de 21 marqueurs microsa-
tellites nouvellement développés a permis de distinguer
trois groupes génétiques d'individus de T. drosophilae

dans le canton du Tessin. On observe a la fois un mélange
important entre les sites étudiés, et une nette différen-
ciation entre les trois habitats étudiés. Ce schéma sug-
gere, d'une part, la formation de populations fermées
a petite échelle qui se sont adaptées localement (par
exemple a différents hotes ou microclimats) et se repro-
duisent principalement entre elles. Par conséquent, ces
populations locales peuvent plus ou moins bien convenir
a la lutte contre la drosophile du cerisier. D'autre part, il
semble y avoir un flux génétique élevé a grande échelle.
Que les parasitoides soient lachés a partir d'un élevage
ou qu'il s'agisse de populations indigénes, on peut sup-
poser qu'ils se dissémineront et se mélangeront relati-
vement rapidement et que cette dissémination pourra
également étre retracée par les nouveaux marqueurs
moléculaires développés. =
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Diversita genetica di Trichopria drosophilae,
un nemico naturale della drosofila del ciliegio
Drosophila suzukii € una specie esotica
invasiva recentemente introdotta in Europa e
che causa diversi danni in frutticoltura.
Trichopria drosophilae & considerato uno dei
parassitoidi indigeni piu adatti da utilizzare
nei programmi di biocontrollo contro D.

Riassunto H

suzukii. Per caratterizzare la variabilita e la
struttura genetica delle popolazioni di T.
drosophilae a diverse scale spaziali, abbiamo
sviluppato 21 nuovi marker molecolari
specifici. | campioni di T. drosophilae sono
stati raccolti in 16 localita e in tre differenti
tipi di habitat, consentendo cosi di indivi-
duare tre gruppi genetici. Sebbene molti
degli individui analizzati mostravano proba-
bilita di classificazione in piu di uno dei tre
gruppi genetici, abbiamo trovato una
correlazione tra la probabilita di classifica-
zione piu alta a uno dei tre gruppi e I’habitat
privilegiato (limitato flusso genico tra gli
habitat all’interno delle localita). Ulteriori
analisi hanno suggerito che T. drosophilae si
diffonde facilmente tra le differenti regioni
(alto flusso genico tra le localita). Questi
risultati indicano che tali studi genetici
potrebbero essere usati per tracciare la
diffusione di organismi da impiegare in lotta
biologica contro i parassiti.
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Summary H

Genetic diversity of Trichopria drosophilae, a
natural enemy of spotted wing drosophila
Drosophila suzukii is an invasive species
recently introduced in Europe and causing
damages to fruit production. Trichopria
drosophilae is considered one of the most
suitable indigenous parasitoid to be used in
biocontrol programs against D. suzukii. To
characterize genetic variability and the spatial
genetic structure of populations of T. dro-
sophilae, we developed 21 species-specific
molecular markers. Samples of T. drosophilae
were collected in 16 localities and each of
three different habitats and revealed three
genetic groups. Though most of the sampled
individuals showed mixed assignment
probabilities to one of three genetic groups,
we found a coincidence between the highest
assignment probability to one of the three
groups and the preferred habitat (limited
gene flow among habitats within localities).
Futher analyses suggested that T. drosophilae
disperses well among different regions (high
gene flow among localities). These findings
indicate how genetic studies may be used to
track the dispersal of a species that is released
for biological control.

Key words: parasitoid, biological control,
spotted wing drosophila, microsatellite
markers.
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