Résumé

Le frelon a pattes jaunes, Vespa velutina, est 1a premiere espece de frelon introduite accidentellement en Europe.
Cet insecte, originaire d’Asie, a été signalé pour la premiere fois en 2004 dans le Lot-et-Garonne et son expansion a été
trés rapide : 50% du territoire francais est actuellement envahi et 'espéce a été récemment signalée en Espagne, au
Portugal et en Belgique. Depuis son introduction, il est rapidement devenu un probléme en raison de la prédation qu'’il
exerce sur les colonies d’abeille domestique Apis mellifera.

Cette thése a pour objectif d’étudier, via une démarche multidisciplinaire, les différentes caractéristiques de
I'espéce, tant génétiques que comportementales, pouvant expliquer le succés de son invasion en France et prédire
ainsi ses potentialités d’expansion en Europe.

Grace a 'utilisation de marqueurs moléculaires, la diversité génétique de la lignée envahissante de V. velutina a été
caractérisée et comparée a celle de populations de l'aire d’origine, afin de retracer I'histoire de son introduction en
France. Cette étude a montré que la population introduite provenait d’'une zone géographique située entre les
provinces chinoises du Zhejiang et du Jiangsu. Ces résultats confirment I'hypothese d'une importation via les échanges
commerciaux entre ces régions géographiques.

Nos résultats suggerent que I'invasion de la France dérive tres probablement de I'introduction d'une seule femelle
en hibernation, préalablement fécondée par plusieurs males. La polyandrie de V. velutina, systéme de reproduction
presque unique parmi les Vespidae, ainsi que I'haplodiploidie offrent une flexibilité génétique et peuvent avoir
contribué au succes de V. velutina comme une espece envahissante.

Une étude comportementale a été menée afin de déterminer si Apis mellifera défend ses colonies contre le
nouveau prédateur V. velutina et, le cas échéant, comment opérent les colonies d’abeilles. Il a été montré que l'abeille
domestique en France présente un comportement de défense inefficace contre ce nouveau prédateur et que V.
velutina exerce sur les ruchers une pression importante qui affaiblit progressivement les colonies d’abeilles. La
prédation que ce frelon exerce sur l'abeille domestique a donc un colt pour l'apiculture, mais aussi sur
I'environnement dans son ensemble puisque la pollinisation de nombreuses plantes cultivées et sauvages dépend des
abeilles. La probable extension de sa distribution a travers 'Europe ne sera pas sans conséquences écologiques et
économiques.

Mots-clés : Frelon a pattes jaunes, Vespa velutina, Invasion biologiques, Insectes sociaux, Apis mellifera, prédation,
comportement de défense.

Abstract

The yellow-legged hornet, Vespa velutina, is the first Vespidae species accidentally introduced in Europe. This insect,
native to Asia, was first reported in 2004 in the Lot-et-Garonne département and its expansion has been rapid: 50% of
French territory is being invaded and the species was recently reported in Spain, Portugal and Belgium. Since its
introduction, it has rapidly become a problem because of its predation pressure on the colonies of honeybees Apis
mellifera.

This thesis aims to study, through a multidisciplinary approach, the different species characteristics responsible for
invasive success in France and thus predict its potential for expansion in Europe.

A genetic study of the invasion history was made using both mtDNA and recently generated microsatellites. To
identify likely sources of introduced population and accurately describe the history of the invasions, we examined the
relationships among native V. velutina populations from China, Indonesia and Vietnam and introduced populations
from France and Korea. We demonstrated that the French population was from a geographical area between the
Chinese provinces of Zhejiang and Jiangsu. These findings confirm the hypothesis of an importation via commercial
exchanges between these geographic regions.

Our results suggest that the invasion of France most likely derives from the introduction of a single hibernating
female, previously mated by several males. The polyandry of V. velutina, a reproductive system almost unique among
Vespidae, and the haplodiploidie provides genetic flexibility and might have enhanced the success of V. velutina as an
invasive species.

A behavioral study was conducted to determine whether A. mellifera colonies defended against the new predator V.
velutina and how the two species interact. The results showed that the defensive strategy used in France by A.
mellifera against this new predator is ineffective and that V. velutina exerts on apiaries a pressure which gradually
weakens the bee colonies. Predation that hornet has on the honeybee represents a large cost not only for the
beekeeping sector but also for the environment, as pollination depends strongly on honeybees. The probable
extension of its distribution throughout Europe will not be without ecological and economic consequences.

Keywords: Yellow-legged Asian hornet, Vespa velutina, invasive species, Social insects, defensive behavior, Apis
mellifera, predation.
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Caractérisation génétique et étude comportementale d’'une espece envahissante en France:
Vespa velutina Lepeletier (Hymenoptera, Vespidae)

[. LES INVASIONS BIOLOGIQUES.

Les invasions concernant des especes non indigenes (exotiques), c’est a dire celles qui
sont implantées, involontairement ou non, dans une région située hors de leur aire
d’origine, sont considérées comme la troisiéme cause de perte de biodiversité dans le
monde, apres la perte d’habitat et la fragmentation du paysage (Walker & Steffen 1997).
L'impact économique de ces espéces est une préoccupation majeure dans le monde
entier (Pimentel et al. 2005). La constante augmentation des problémes écologiques et
économiques liés aux invasions biologiques nécessite une meilleure compréhension des
mécanismes par lesquels une espece introduite dans un nouvel environnement arrive a
s’établir et a se propager et la gestion et le controle des especes non indigeénes est sans
doute le plus grand défi que les biologistes de la conservation devront relever dans les

prochaines décennies.

L’étude des invasions biologiques s’est développée exponentiellement depuis une
quinzaine d’année. Le présent travail s’inscrit dans cet effort de compréhension des

causes et des conséquences des invasions biologiques.

[.1. PHASES DE L'INVASION ET PROCESSUS EVOLUTIFS ASSOCIES

Le processus d'invasion peut étre décrit selon une séquence d’introduction-
établissement-prolifération (Figure 1). Le passage d'une étape a l'autre nécessite le
franchissement d'un ou de plusieurs barriere(s) naturelle(s), et peut s'accompagner de
changements évolutifs.

La premiere étape est l'introduction, qui implique 1'apport d'individus, ou propagules,
dans un nouveau site, situé hors de l'aire de répartition naturelle. L'’homme joue un réle
fondamental, volontaire ou accidentel, dans cette dispersion a longue distance car il aide
les especes a passer les barrieres géographiques. Ces propagules doivent ensuite étre
capables de survivre dans les conditions environnementales locales. La phase
d'introduction peut induire un effet de fondation, ou effet fondateur, c'est-a-dire une
réduction de la diversité génétique au sein de la zone d’introduction (Allendorf &
Lundquist 2003). En effet, le pool génétique introduit peut ne pas étre représentatif de

toute la variabilité génétique présente dans l'aire d'origine.
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La deuxiéme étape est I'établissement, qui nécessite que les individus de la (des)
population(s) introduite(s) donnent lieu a de nouvelles générations pour atteindre le
stade de population viable sans nouvel apport de propagules. Pour cela, I'espéce doit
étre capable de se reproduire et de produire des descendants sur le long terme. A ce
stade, les évenements évolutifs possibles sont la sélection de génotypes pré-adaptés au
sein du pool génétique introduit, la formation de nouvelles lignées génétiques par

croisement entre génotypes jusque la isolés dans l'aire d’origine.

La derniére étape qui conduit a l'invasion est la prolifération. Elle nécessite que la
population initiale produise de nouvelles populations viables capables de se disperser.
Une fois I'expansion en cours, d’autres obstacles peuvent apparaitre liés aux conditions
environnementales dans les habitats progressivement envahis. Les événements évolutifs
liés a I'expansion dans la zone envahie peuvent étre I'effet de fondation, la sélection des
génotypes pré-adaptés, les recombinaisons génétiques par croisement suivis de la
sélection graduelle des génotypes adaptés (adaptation), I'hybridation avec des especes
locales (Ellstrand & Schierenbeck 2000; Tiébré et al. 2007) et/ou l'introgression (Suehs
et al. 2004). Ces différents processus ne sont pas exclusifs et peuvent se combiner au

cours de l'invasion.

La phase de prolifération est fréquemment précédée par une phase de latence (lag
phase) plus ou moins longue (Kowarik 1995 ; Williamson 1996) pendant laquelle la
densité de la population peut étre tres faible, voire indétectable. Cette latence peut
s'expliquer de différentes facons : le temps relatif a la croissance des populations, le
temps nécessaire aux organismes pour surmonter les contraintes écologiques ; le temps
nécessaire a l'acquisition de nouvelles capacités liées aux facteurs génétiques qui
peuvent améliorer la valeur adaptative des individus, etc. (Kowarik, 1995). Les especes
capables d’adaptation locale rapide (Reznick & Ghalambor 2001 ; Lee et al. 2007) ou
présentant une importante plasticité phénotypique (West-Eberhard 1989 ; Fordyce
2006) sont plus particulierement aptes a proliférer dans leur nouvel environnement et

donc a devenir envahissantes.
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Figure 1. Les étapes d'une invasion biologique qui coincident généralement avec deux réponses de gestion différentes. Plus
la pression de propagule est importante, plus I'’espéce envahissante a de chances de s’établir et de proliférer dans I'aire
d’'introduction. Au contraire, si la pression de propagule est faible, I'établissement et la propagation de 'espéce peuvent

étre limités par de conditions environnementales particulieres. D’apres Allendorf & Lundquist (2003).

[.2. FACTEURS QUI DETERMINENT LE SUCCES DES INVASIONS BIOLOGIQUES

Les especes introduites ne deviennent pas toutes envahissantes. On considere
généralement que seulement une sur 10 espéces introduites parvient a s'établir, et que
seulement une espece sur 10 nouvellement établies devient envahissante en
développant des populations denses. Les facteurs susceptibles de favoriser ou de
défavoriser une invasion biologique sont de trois natures : écologiques, démographiques
et génétiques.
Facteurs écologiques
Premierement, les facteurs écologiques correspondent aux caractéristiques de

I'environnement qui sont susceptibles de favoriser ou non l'installation d’'une espece
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exotique envahissante. C’est ainsi que 'absence ou le nombre réduit de prédateurs et de
compétiteurs spécifiques (“Enemy Release Hypothesis”) est l'une des causes
généralement admise pour expliquer, au moins en partie, 'explosion démographique
d’'une espece en dehors de son aire d’origine (Blumenthal 2006 ; Colautti et al. 2004 ;
Facon et al. 2006 ; Keane & Crawley 2002 ; Liu & Stiling 2006). La similitude des climats
entre la zone d’origine et la zone d’introduction est également susceptible de favoriser
I'installation puis I'explosion démographique d’'une espece exotique (Palmer et al. 2010 ;
Pauchard & Alaback 2004). La libération d’une niche écologique dans le nouvel
environnement, induite par exemple par une pression anthropique, peut étre aussi
particulierement importante (Williamson 2006). Par exemple, le fait d’éliminer
beaucoup d’organismes non-cibles avec des pesticides libére des niches écologiques
dans lesquelles proliferent des especes plus résistantes (Wan et al 2009).
L’aménagement du paysage peut également modifier la diversité spécifique locale et
ainsi faciliter l'intégration d’'une nouvelle espéce (Gelbard & Belnap 2003 ; Pauchard &
Alaback, 2004). Par exemple, la création de bandes végétales homogenes a favorisé
I'installation de phytopathogénes. C’est notamment le cas de l'alignement de clones
d'ormes (Ulmus spp.) qui s’est avéré favorable a la diffusion de la Graphiose de 1'orme
(Ophiostoma ulmi) ; ou encore de I'alignement de clones de peupliers qui s’est révélé
favorable a la diffusion de la rouille du peuplier (Melampsora medusae). 11 a été
démontré qu'un grand nombre de pratiques agricoles ont aussi un fort impact sur les
écosystemes et pourraient favoriser les invasions biologiques. On peut citer notamment
la rotation des cultures, la diminution de la diversité des especes cultivées,
I'augmentation des apports en engrais, I'augmentation de la culture des céréales d’hiver
aux dépens de celles du printemps, les labours profonds mécanisés, I'augmentation de la
taille des parcelles et la fragmentation des habitats (Burel et al. 1998 ; Petit & Burel,
1998). Enfin des modifications plus globales, telles que 'augmentation des échanges
entre zones géographiques éloignées (ouverture de nouvelles routes commerciales,
disparition de barrieres géographiques) peuvent influencer le régime de migration de
certaines especes et ainsi favoriser leur dissémination (Facon et al. 2006 ; Gelbard &
Belnap, 2003). Cette fragilisation des écosystemes peut donc favoriser l'installation

d’espéces exotiques potentiellement envahissante.
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Facteurs démographiques

Des facteurs démographiques peuvent également influencer les invasions biologiques.
Parmi ces facteurs, une attention particuliére a été portée a la pression de propagule
qui s’'intéresse a la fois au nombre d’événements d’'introductions d’'une espece dans un
nouvel environnement (nombre de propagule) et au nombre d’individus introduits
(taille de la propagule) lors de chaque introduction (Hopper et al. 1993). De nombreux
auteurs ont ainsi pu montrer que plus le nombre d’introductions et/ou la taille initiale
de la (ou des) population(s) sont importants, plus la population a des chances de
s’établir (Grevstad 1999 ; Lockwood et al. 2005 ; Memmott et al. 2005 ; Williamson
2006) (Figure 1). Ceci s’explique par le fait qu'une forte pression de propagule peut
permettre a une population exotique de faire face a la pression de I'’environnement sur
sa survie et sa reproduction et augmente ses chances de pouvoir s’adapter avec succes
aux nouvelles pressions de sélection auxquelles elle fait face. D’autres facteurs
démographiques sont également susceptibles de favoriser ou défavoriser une invasion
biologique, en particulier la structure de la population (sex-ratio, age), le mode de
reproduction, la capacité de dispersion ou le taux d’accroissement de la population

(Facon et al. 2006 ; Hopper et al. 1993).
Facteurs génétiques

Le niveau de diversité génétique a recu de plus en plus d’attention parmi les facteurs qui
influencent le potentiel d'adaptation et de survie d'une espece introduite (Lee 2002 ;

Facon et al. 2006).

Les analyses comparatives de la variabilité génétique entre populations invasives et
populations de la zone d’origine révelent des tendances tres diversifiées (Cox 2004 ;
Puillandre et al. 2008). Les populations récemment introduites montrent souvent une
diversité génétique réduite par rapport aux populations d’origine (Puillandre et al
2008). Une étude récente conduite sur 80 especes invasives a montré que plus de la
moitié de ces especes manifestait une perte de diversité allélique supérieure a 20%
(Dlugosh & Parker 2008). C’est par exemple le cas de nombreux insectes invasifs
(Tsutsui et al. 2000 ; Schmid-Hempel et al. 2007 ; Puillandre et al. 2008). Cette réduction
de diversité génétique est le résultat d'un «effet fondateur» pour lequel les individus
introduits portent seulement une petite portion de la diversité génétique des
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populations sources (LockWood et al. 2005). Ce goulot d’étranglement génétique
(pression de propagule faible) est susceptible de diminuer les capacités d’adaptation des
populations exotiques dans un nouvel environnement. Ce probleme est d’ailleurs évoqué
dans le domaine de la biologie de la conservation ou les populations d’especes en voie de
disparition sont de petite taille suite aux effets d'un goulot d’étranglement ou d’'une

fragmentation du milieu (Allendorf & Lundquist 2003).

[.3. LES DEUX PARADOXES DES ESPECES INVASIVES

Le succes des invasions biologiques dans de nouveaux environnements malgré la
présence de nombreux obstacles a leur établissement souléve deux paradoxes. En effet
le processus adaptatif repose sur la sélection de génotypes particuliers parmi une
grande diversité d’individus. Les alléles portés aux différents genes sont ainsi réassortis
pour approcher la ou les meilleure(s) combinaison(s) multigénique(s) face aux
pressions environnementales. Ce processus est lent et aboutit a une coévolution entre
une espece et I'écosysteme dans lequel elle vit. Or les espéces invasives montrent des

capacités d’adaptation qui vont a I’encontre de ce schéma bien établi :

1. Elles sont capables de s’adapter a un nouvel environnement malgré une diversité
génétique initiale généralement faible (Frankham et al. 2005).

2. Elles montrent une adaptation extrémement rapide a un environnement auquel
elles n‘ont jamais été confrontées précédemment et sont méme capables de

supplanter les espéces en place (Sax & Brown 2000).

Il convient donc de répondre aux questions que soulevent ces deux paradoxes. Des
études récentes ont essayé d’expliquer le premier paradoxe en mesurant la diversité
génétique et en testant la présence de goulots d’étranglement génétique dans les
populations introduites (par exemple : Fonseca et al. 2000, Tsutsui et al. 2000, Zeisset &
Beebee 2003 ; Rasner et al. 2004 ; Puillandre et al. 2008). Les résultats montrent que,
méme si beaucoup d’espéces invasives montrent une réduction de diversité génétique et
des signes de goulots d'étranglement génétique (Puillandre et al. 2008), cette baisse de
diversité n’est pas défavorable pour 'établissement et la prolifération de I'espéce,
probablement a cause de I'expansion rapide des populations aprés 'introduction (Cabe

1998 ; Zeisset & Beebee 2003). En effet, si le taux de croissance démographique est
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élevé, des niveaux relativement élevés d’hétérozygotie peuvent étre maintenus, méme si
la population a subi un goulot d’étranglement. Ceci est vrai surtout si le goulot
d’étranglement n’a pas été trop marqué et si plusieurs individus ont été introduits (Nei
et al. 1975). Une augmentation du succes invasif est aussi possible suite a un goulot
d’étranglement. Un exemple remarquable est le cas de la coccinelle asiatique Harmonia
axyridis, longtemps utilisée en lutte biologique contre les pucerons et devenue
envahissante en Amérique du Sud, en Europe et en Afrique. Facon et collegues (2011)
ont démontré que les goulots d’étranglement ont purgé les populations des alléles
déléteres responsables de la dépression de consanguinité et donc augmenté la valeur

sélective des individus invasifs.

Le premier paradoxe peut étre aussi résolu par des effets positifs indirects de la
diversité génétique réduite sur le comportement adaptatif. C’est par exemple le cas de
I'invasion de I'’Amérique du Nord par la fourmi Argentine Linepithema humile. Les
populations de L. humile ont en effet subi un fort goulot d’étranglement génétique
responsable d'une variabilité génétique tres réduite (60% de diminution de
I’hétérozygotie attendue par rapport a l'aire d’origine (Tsutsui et al. 2000)) et d’'un
probable manque de variation aux loci responsables de la reconnaissance intra-colonie,
conduisant a la formation d'une « supercolonie » trés étendue (Suarez et al. 1999;
Tsutsui et al. 2000; Tsutsui et al. 2003). Dans cet exemple, la perte de diversité

génétique, probablement liée a I'introduction d’'un nombre limité d’individus, a permis la

réussite de I’établissement.

Pour certaines populations introduites cependant, aucune perte de diversité génétique
ne se produit. Dans certains cas, en effet, la diversité génétique peut méme augmenter
par rapport a celle des populations d’origine. C’est par exemple le cas d’'une espece de
lézard du genre Anolis originaire des Caraibes, qui a été largement introduite dans le
monde entier (Hawaii, Taiwan et Etats-Unis). L'une des clés du succes invasif de cette
espece pourraient étre des multiples événements d’introduction et l'apparition de
nouvelles combinaisons alléliques dues a l'hybridation entre populations issues de
différentes sources. Ces hybridations transformeraient la somme des variabilités
génétiques inter-populations des zones d’origine en une variabilité intra-population

dans les zones d’introduction (Kolbe et al. 2004).
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Plusieurs phénomeénes peuvent expliquer le deuxieme paradoxe. Tout d’abord,
I'environnement d’introduction est nouveau, mais pas forcément différent de
I'environnement d’origine de I'espéce envahissante, qui peut profiter d’'une niche vide ou
disponible pour proliférer (Shea & Chesson 2002 ; Facon et al. 2006). On peut parler
dans ce cas de «préadaptation» de l'espece envahissante. Ensuite, le changement
d’environnement pourrait se révéler bénéfique pour l'espéce introduite. En effet,
I'absence d’ennemis naturels (compétiteurs, prédateurs ou parasites) dans la région
d’'introduction faciliterait l'installation des espéces exotiques, en leur permettant
d’allouer davantage de ressources a la reproduction ou a la croissance et moins a la
compétition ou a la défense contre les antagonistes (Tourchin et al. 2002 ; Colautti et al.
2004 ; Genton et al. 2005). Les espéces exotiques pourraient alors avoir un avantage
compétitif par rapport aux espéces locales qui doivent, en plus de la nécessité de
répondre a la pression exercée par rapport aux especes introduites, faire face a leurs
prédateurs, parasites et compétiteurs naturels présents dans leur habitat naturel. Enfin,
I'environnement de la zone envahie peut aussi évoluer vers de conditions favorables a
I'espéce envahissante, un cas souvent observé avec les perturbations écologiques liées

aux activités humaines (Foley et al. 2005).

[.4. IMPACTS DES INVASIONS BIOLOGIQUES

Les impacts des invasions biologiques, écologiques comme économiques, peuvent étre
difficiles a déterminer et dépendent fortement de la perception humaine (Lockwood et
al. 2008). Les conséquences économiques des especes invasives peuvent étre
considérables. Aux Etats-Unis par exemple, I'établissement d’environ 50.000 especes
non indigenes a causé des pertes économiques estimées a plus de 125 milliards de
dollars par an (Pimentel et al. 2005). Le cofit et la perte de profit qu’elles entrainent ont
fortement participé a la prise de conscience du phénomene (Perrings et al. 2002). Les
secteurs agricoles sont les plus touchés (Huber et al. 2002). Par exemple, I'oomycete
Phytophthora infestans, 'agent causal du mildiou de la pomme de terre, a été introduit
en Europe vers le 1843 (Andrivon 1996) et a été la cause de la « Grande Famine » en
Irlande entre 1845 et 1849. Un autre exemple célebre, le phylloxéra parasite de la vigne

(Dactylosphaera vitifoliae), a eu une importance économique et sociale dramatique sur la
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viticulture francaise et européenne dans la deuxiéme moitié du 19¢me siecle (Carton et al.
2007). Pareillement, Ceratitis capitata, la mouche méditerranéenne des fruits, est un
ravageur bien connu des cultures fruitieres originaire d’Afrique. 11 a envahi les
Amériques et I’Australie au cours du 19eme et du 20eme siecle et il est aujourd’hui un des
ravageurs les plus redoutables, car il attaque plus de 200 especes cultivées différentes

(Davies et al. 1999).

Les invasions biologiques ont aussi un impact écologique important. Cet impact est
plus difficile a estimer. De plus, il est susceptible d’étre modulé dans le temps (Strayer et
al. 2006). Les espéces invasives perturbent les communautés envahies par des
interactions directes avec les especes autochtones par prédation, compétition,
hybridation ou encore par parasitisme, mais alterent également indirectement le
fonctionnement des communautés d’accueil et des écosystemes par des cascades de

réactions dans les réseaux trophiques.

L’introduction d'un prédateur dans un nouvel écosysteme peut avoir des conséquences
désastreuses sur les especes locales devenues proies. Une forte pression de prédation
peut amener a une réduction importante de l'effectif des populations locales d’une
espece, a un déplacement de ses populations, ou encore, si cette pression est trop forte, a
la disparition de I'espece. Un exemple bien connu est l'introduction du serpent brun
arboricole, Boiga irregularis, originaire d’Australie, de Nouvelle-Guinée et des iles
Salomon vers I'lle de Guam (Williamson & Fitter 1996). Ce prédateur a perturbé les
communautés locales (Savidge 1987) en diminuant les effectifs des populations de 12
especes d’'oiseaux et de 11 especes de lézards, et a causé la disparition de 25 especes
d’oiseaux (Wiles et al. 2003). Ces pertes semblent étre expliquées par I'absence de
comportement de fuite des proies non adaptées a ce prédateur (Fritts & Rodda 1998).
Un autre exemple est celui de la perche du Nil, Lates niloticus, introduite dans le lac
Victoria (Afrique de I'Est). Ce poisson a entrainé la disparition de plus de 50% des 600
especes endémiques du lac (Kaufman 1992, Schofield & Chapman 1999).

L’'introduction d’'un nouveau compétiteur a également un impact important sur les
especes locales. Les conséquences sont identiques a celles de l'introduction d’un
prédateur : réduction des effectifs des populations locales, déplacement de ces

populations ou, sur le long terme, disparition des populations autochtones. En

9



Caractérisation génétique et étude comportementale d’'une espece envahissante en France:
Vespa velutina Lepeletier (Hymenoptera, Vespidae)

Angleterre I'introduction de I’écureuil gris Sciurus carolinensis, originaire d’Amérique du
Nord, a engendré une forte diminution de 'aire de répartition de I'Ecureuil roux Sciurus

vulgaris autochtone, principalement par compétition (Gurnell et al. 2004).

Les hybridations entre espéces introduites et autochtones peuvent étre également a
I'origine de nouveaux compétiteurs hybrides. Ce phénomeéne est nommé « effet
d'hétérosis » ou « vigueur hybride » et se traduit par la supériorité de I'individu hybride
pour de nombreux caracteres, comme par exemple le potentiel reproductif et résistance
aux maladies. Le cas est bien connu chez une herbacée, Spartina anglica, taxon dérivé
d'une espece américaine introduite S. alterniflora et d’'une espece européenne S.
maritima (Ellstrand & Schierenbeck 2000). Cet hybride a envahi de nombreuses cotes

francaises et anglaises, remplagant 'espece autochtone.

L’'introduction d’espéces exotiques est souvent accompagnée de tout ou partie des
parasites qui lui sont inféodés. Ces nouveaux parasites induisent des dégats importants
par le fait que les especes autochtones n’ont pas co-évolué avec eux et n’ont pas
développé de résistance vis-a-vis de ces pathogenes. C’est par exemple le cas de la
cochenille du manioc (Phenacoccus manihoti), originaire d'Amérique du Sud, et
introduite accidentellement en Afrique au début des années 70. Depuis cette date, elle
cause beaucoup de dégats aux cultures de manioc, plante elle-méme introduite du
continent américain et denrée d’'importance capitale dans I'alimentation en Afrique sub-

saharienne (Matile-Ferrero 1977).

D’'une maniere générale, les espéces envahissantes provoquent des perturbations
souvent irréversibles dans le fonctionnement des écosystemes en modifiant les
interactions trophiques entre organismes (Williamson & Fitter 1996). C’est le cas de
certains herbivores, comme le lapin, Oryctolagus cuniculus (Fenner & Fantini 1999) et le
mouton Ovis aries (Kaeuffer et al. 2009). Introduits sur des iles, ils détruisent ou
transforment profondément les communautés végétales provoquant une amplification

de I’érosion (Chapuis et al. 1994).

Des espéces envahissantes peuvent également avoir de conséquences sanitaires et
poser d’importants problemes pour la santé humaine et animale. Par exemple,

I’Ambrosia artemisiifolia, plante herbacée annuelle de la famille des Astéracées,
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introduite d'Amérique du nord en Europe a la fin du 19e siecle, provoque de graves

allergies.

Les invasions ne produisent pas uniquement des effets négatifs. Il ne faut pas oublier
que la domestication d’espéces introduites contribue depuis des milliers d’années a
nourrir '’homme. De plus, récemment il a été prouvé que l'invasion d’especes exogenes
pouvait créer des conditions permettant de promouvoir la diversification (Vellend et al.
2007). Cette diversification est définie comme une augmentation de la diversité
génétique dans des populations d’especes indigenes ou exotiques. Une grande diversité
génétique dans les populations introduites provient souvent d’introductions répétées
d’'individus en provenance de divers lieux d’origine. C'est par exemple le cas du lézard
cubain, Anolis sagrei, pour lequel huit introductions en Floride ont généré plus de
variations génétiques que celles présentes dans les populations d’origine (Kolbe et al.
2004). En outre, grace aux phénomenes d’hybridation, les invasions biologiques peuvent
conduire a I'apparition de nouvelles especes et donc a une diversification (Vellend et al.
2007). Cependant, aujourd’hui les études sur les invasions montrent bien plus

d’exemples d’effets négatifs que positifs.

[.5. CONTROLE DES ESPECES INVASIVES

Devant la menace que représentent les especes envahissantes pour la biodiversité, la
solution la plus adaptée serait de prévenir toute future introduction dans de nouvelles
aires géographiques (IUCN 2000 ; Genovesi & Shine 2003). Une attention particuliere
devrait étre portée aux especes déja considérées comme invasives dans certaines
régions (Williamson 1999 ; Lockwood et al. 2001 ; Simberloff 2003 ; Marchetti et al
2004), méme si 'impact d’'une espece peut différer d'une aire d'introduction a 'autre

(Byers et al 2002).

Pour les populations envahissantes en place, trois stratégies permettent de diminuer
I'impact d'une espece : I'exclusion, I'éradication ou le contrdle (Courchamp et al. 2003).
La premiere implique le retrait de I'espece d’'une zone géographique limitée, elle n’est
envisagée que comme une solution locale. La deuxiéme, I'éradication, c’est a dire le
retrait de tous les individus potentiellement reproducteurs ou leur maintien durable a

de faibles densités, peut étre envisageable dans certaines circonstances (Myers et al
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2000). L’éradication est d’ailleurs la méthode conseillée par I'IUCN (2000) et la
Convention sur la Diversité Biologique (Article 8). En général, les opérations
d’éradication ont plus de chances de réussir si I'espece a été introduite depuis peu de
temps, et si elle se trouve dans la phase de latence précédant la prolifération (Byers et al.
2002) (Figure 1). Par contre, de nombreuses tentatives d’éradication se sont avérées
vaines, malgré les importants efforts humains et financiers déployés. Les campagnes
d’éradication de la mouche Ceratitis capitata en Californie, ont, par exemple, couté 500
millions de dollars en 25 ans (Myers et al. 2000) mais n’ont pas permis une éradication
durable de I'espece. De méme, dans le Massachussetts, la destruction massive des cocons
du lépidoptére sphingidé, Bombyx disparate, n’a pas permis d’éradiquer l'espéce
invasive qui est réapparue 10 ans apres (Davies et al. 1999).

Quand I'éradication s’avere impossible, des stratégies de réduction des effectifs peuvent
étre mises en place pour limiter les effets négatifs des espéces introduites. Il existe
différentes méthodes de contrdéle en fonction de I'espéce considérée : physiques
(piégeage, tir), chimiques (poisons) ou biologiques (Courchamp et al. 2003). La lutte
biologique, c’est a dire l'introduction d’'une espece pour en éliminer une autre, est
parfois conseillé (Ehler 1998). Cependant, cette méthode est controversée car les
risques associés peuvent étre importants, 'espece introduite en vue du controle peut
nuire aux especes autochtones ou également devenir envahissante (Simberloff & Stiling
1996 ; Courchamp et al. 2003). Dans certains cas, il peut étre nécessaire de retarder les
opérations de controle pour avoir le temps d’obtenir une connaissance approfondie de
I'espece. En effet, 'obtention de données biologiques précises peut s’avérer tres utile
pour des programmes de contrdle surtout quand les possibilités d’éradication sont

exclues (Simberloff 2003).

Chacune des méthodes exposées présentent des avantages et des inconvénients, et
souvent, une combinaison de ces stratégies semble la réponse la plus efficace aux

introductions (Courchamp et al. 2003).

[.6. LA SITUATION EN EUROPE

Ces dernieres années ont été caractérisées par un fort accroissement des travaux

concernant les espéces exotiques envahissantes. C'est ainsi que I'Union Internationale
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pour la Conservation de la Nature (UICN) a mis en place une base de données globale
concernant ces especes a l’échelle mondiale. Parallelement, un travail d’inventaire,
DAISIE (“Delivering Alien Invasive Species Inventories in Europe”), a été mis en place
pour répertorier les espéces exotiques envahissantes présentes en Europe et
approfondir nos connaissances les concernant (biologie, distribution, impacts, etc.). Cet
inventaire compte un total de 10 961 espeéces parmi lesquelles on trouve 2426
invertébrés terrestres. Une premiere analyse de ces données confirme I'accroissement
des introductions d’especes exotiques ces dernieres années puisqu’entre 2000 et 2007,
en moyenne 19 espéeces exotiques d'invertébrés, en grande majorité des insectes, se sont

établies chaque année en Europe, contre dix entre 1950 et 1975.

Parmi les especes introduites en Europe 300 sont des Hyménopteres. L’Amérique du
Nord représente la source principale (96 especes, 35,3%), suivie par 1'Asie (84 especes,
30,9%) et I'Afrique (49 espéces, 18%) (Rasplus et al. 2010). Le nombre de nouveaux
enregistrements d'Hyménopteres exotiques a augmenté de facon exponentielle au cours
des 200 dernieres années. Le nombre d’Hyménopteres établis en Europe a atteint un

maximum de 5 especes par an entre 1975 et 2006 (Rasplus et al. 2010).

II. LES INSECTES SOCIAUX INVASIFS

Les insectes sociaux figurent parmi les animaux les plus invasifs, causant souvent des
dégats considérables. D’apres I'ISSG, Invasive Species Specialist Group (IUCN) et Lowe et
al. (2001), dans la liste des 100 especes invasives les plus néfastes au monde, se
trouvent 14 especes d’insectes dont 7 especes d’'insectes sociaux. Ces insectes sociaux
comptent essentiellement 2 groupes taxonomiques, les Hyménopteres et les Isopteres.
[Is sont caractérisés par le niveau le plus élevé de la socialité (I'eusocialité) défini par 3
caractéristiques (Michener 1969 ; Wilson 1971) : chevauchement des générations,
coopération dans le soin aux jeunes et spécialisation d’individus dans la reproduction

avec apparition de castes reproductrices et stériles.

Parmi ces 7 especes d’insectes sociaux invasifs 5 sont des fourmis : Anoplolepis gracilipes

(la fourmi folle jaune), Linepithema humile (la fourmi d’Argentine), Pheidole
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b

megacephala (la fourmi a grosse téte), Solenopsis invicta (la fourmi de feu)et
Wasmannia auropunctata (la petite fourmi de feu). Les deux dernieres especes sont
respectivement une guépe et un termite : Vespula vulgaris (la guépe commune) et

Coptotermes formosanus (le termite de Formose).

Comme décrit précédemment, le succes invasif dépend de l'interaction entre l'espece
introduite et I'environnement d’accueil. Chez les insectes sociaux, leur succes invasif est
attribué a leur caractére commun : la socialité (Moller 1996 ; Chapman & Bourke 2001).
D’abord, ces insectes peuvent bénéficier a la fois d’'une réponse individuelle, mais aussi
de 'action positive du groupe, ainsi la perte d’un individu est moins néfaste que dans le
cas d’'individus solitaires (Moller 1996). Ensuite, ils développent des colonies tres
populeuses qui leur conferent la capacité d’exploiter efficacement les sources de
nourriture et de concurrencer les especes locales (Moller 1996). Le fait de vivre en
société offre une défense plus efficace contre les prédateurs par rapport aux especes
solitaires (Moller 1996). Chaque colonie peut produire de nombreux individus
reproducteurs qui fournissent des grandes capacités de dispersion (Moller 1996;
Davidson 1998). Cette organisation en société procure également une flexibilité au
niveau de leur mode de reproduction et de dispersion (Moller 1996, Chapman & Bourke

2001).

La polygynie, par exemple, qui désigne les colonies constituées de plusieurs reines, a
I'inverse d'une colonie monogyne qui n’en possede qu'une seule (Holldobler & Wilson
1990 ; Passera 1994), peut étre vue comme un mécanisme favorisant la dispersion dans
I'environnement. Elle est en effet souvent associée a la reproduction par « bouturage »
ou « budding », ol un groupe d’ouvriéres et de reproducteurs s’isolent de la colonie
mere pour s’installer un peu plus loin. Cette stratégie de dispersion peut permettre
I’établissement d'une nouvelle colonie, lorsque la dispersion par les reproducteurs ailés
ne peut pas se réaliser. Elle peut permettre une dispersion plus rapide, par le fait que la
présence de plusieurs reproducteurs accélere la croissance de la colonie (Vargo &
Fletcher 1989) et augmente la chance que le groupe d’individus introduits dans la
nouvelle aire contienne des femelles reproductrices capables d’initier de nouvelles
colonies (Hee et al. 2000). De nombreuses especes d’Hyménopteres introduites en

dehors de leur aire de répartition naturelle montrent des colonies polygynes. C’est par

14



Caractérisation génétique et étude comportementale d’'une espece envahissante en France:
Vespa velutina Lepeletier (Hymenoptera, Vespidae)

exemple le cas de la fourmi de feu, Solenopsis invicta, dont les colonies polygynes nord-

américaines peuvent contenir plus de 200 reines (Ross & Keller 1995).

Le changement dans le systeme de la reproduction et de la structure sociale est
aussi I'une des clés de la prolifération de certaines especes envahissantes et s’avere étre
un facteur promoteur des invasions (Holway et al. 2002; Abbott 2005). Des
changements dans la structure sociale ont été tres bien décrits chez les 5 especes de
fourmis les plus invasives: A. gracilipes, L. humile, P. megacephala, S. invicta et W.
auropunctata. Elles montrent majoritairement une organisation sociale unicoloniale
dans l'aire d’introduction, contrairement aux populations d’origine qui présentent des
colonies multiples et une agressivité entre colonies (Morel et al. 1990 ; Giraud et al
2002 ; Drescher et al. 2007 ; Suarez & Tsutsui 2008 ; Fournier et al. 2009 ; Orivel et al
2009 ; Helantera et al. 2009 ; Thomas et al. 2010). L’'unicolonialité, définie comme une
absence d’agressivité intraspécifique et de frontiere coloniale entre nids, permet
I’échange de nourriture, d’ouvrieres, et de reines fertiles (Bourke & Franks 1995 ; Suarez
et al. 2008 ; Helanterd et al. 2009). Cette caractéristique leur permet d'augmenter
considérablement leur population. En effet, 'organisation unicoloniale semble apporter
un avantage écologique déterminant a toutes les fourmis envahissantes possédant ce

trait (Holway & Suarez 2004 ; Le Breton et al. 2005).

Des changements de la structure sociale ont été décrits chez d’autres insectes sociaux
invasifs. Le bourdon Bombus terrestris, par exemple, dans l'aire d’introduction, montre
des colonies plus grandes par rapport a celles des zones d’origine avec une
augmentation d’'un a deux du nombre de générations par an (Buttermore 1997;
Nagamitsu & Yamagishi 2009). L’abeille africaine, Apis mellifera scutellata, présente des
colonies beaucoup plus peuplées dans la zone d’introduction par rapport aux colonies

des populations d’origine (Schneider et al. 2004).

Ainsi, la socialité apparait étre une caractéristique avantageuse pour passer plus
facilement les barrieres écologique et reproductive de l'invasion citées précédemment

(Chapman & Bourke 2001).
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[11. LES VESPIDAE ET LES INVASIONS BIOLOGIQUES

II1.1. POSITION TAXONOMIQUE DU GENRE VESPA ET SYSTEMATIQUE DES VESPIDAE

La famille des Vespidae appartient a la superfamille des Vespoidea qui fait partie de
I'ordre des Hyménopteres, du sous-ordre des Apocrites et constitue avec les Apoidea et

les Chrysidoidea le groupe des Aculéates, Hyménopteres possédant un aiguillon terminal.

Cynipoidea
Hyelinae Heloridae
Macroxyelinag Wanhorriidae
Tenthredincicdea Pelecinidas
Pamphilicidea Proctatrupidae
Cephoidea Wymarommatidas
Anaxyelidas Chalcidoides
Cigasiricidas Platy gastroidea
Siricidae Roproniidae
Hiphydricickea MWaamingidae
Drussoidea Digpriicas
Apocrita Austroniidas

Monomachidae
Trigonaloidea
Megalyroidea
Evanioidea
Ceraphronoidea
Stephanoiclea
lehneumenoice

BcUleata 'Chl'j:'SidDidBa Sierolomorphidae
Apoidea Tiphiidae
“Vespoidea Sepygidae
Mutilliclae
Pompiliciae

Rhopalosomatidae
Braclynobaenidas
Formicidag
Wespidae

Scoliidas

Figure 2. Position des Vespidae dans I'arbre phylogénétique des Hyménopteres. D’apres Vilhelmsen 2001, Grimaldi et al.

1997, Whitfield 1998, Dowton & Austin 2001, Sharkey & Roy 2002, Schulmeister 2003, Pickett & Carpenter. 2010

La famille des Vespidae est une famille tres répandue et diversifiée comprenant plus de
5000 especes, dont la majorité sont des guépes et frelons eusociaux, méme s’il existe de
nombreuses especes solitaires (Pickett & Carpenter 2010). La famille des Vespidae est
actuellement classée en six sous-familles : les Euparagiinae (dix especes) et les
Masarinae (344 especes) sont solitaires ; les Eumeninae (3579 especes) présentent a la

fois un comportement solitaire et présocial ; les Stenogastrinae (58 espéces) sont
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eusociaux facultatifs et enfin les Polistinae (958 especes) et les Vespinae (69 especes)

sont toutes eusociales (Pickett & Carpenter 2010).

La sous-famille des Vespinae comprend trois groupes : les guépes (les genres
Dolichovespula et Vespula), vivent principalement dans la zone tempérée de
I'hémispheére nord ; un petit groupe mal connu de guépes nocturnes (le genre Provespa),
endémique du Sud-est asiatique ; le genre Vespa, composé de vingt-deux especes de
grande taille (frelons), qui est originaire des zones subtropicales et tempérées d’Asie et

dont I'habitat s'étend aux régions tropicales.

Vespa affinis
Vespa analis
Vespa auraria
Vespa basalis
Vespa bellicosa
Vespa bicolor
Vespa binghami
Vespa crabro
Vespa ducalis
Vespa dybowskii
Vespa fervida
Vespa luctuosa
Vespa mandarinia
Vespa mocsaryana
Vespa multimaculata
Vespa orientalis
Vespa philippinensis
Vespa simillima
Vespa soror

Vespa tropica
Vespa variabilis
Vespa velutina
Vespa vivax

(Linnaeus, 1764)
Fabricius, 1775
Smith, 1852
Smith, 1852

de Saussure, 1854
Fabricius, 1787
du Buysson, 1905
Linnaeus, 1758
Smith, 1852
André, 1884
Smith, 1858

de Saussure, 1854
Smith, 1852

du Buysson, 1905
Perkins, 1910
Linnaeus, 1771
de Saussure, 1854
Smith, 1868

du Buysson, 1905
(Linnaeus, 1758)
du Buysson, 1905
Lepeletier, 1836
Smith, 1870

Le genre Vespa comprend 22 espéces suite a 3
modifications taxonomiques récentes : la synonymie
de Vespa auraria Smith, 1852, avec Vespa velutina
Lepeletier, 1836, par Nguyen et al. (2006) et la
synonymie des especes Vespa hekouensis Dong &
Wang, 2003, et Vespa maguanensis Dong, 2001, avec
Vespa analis Fabricius, 1775, par Carpenter et al.
(2011). Cette absence de stabilité dans la taxonomie
des frelons est en partie due a I'importante variabilité
phénotypique qui existe au sein des espéces de
frelons. La seule phylogénie du genre, irrésolue et
basée sur peu de caractéres morphologiques, a été

publiée par Archer en 1994.

Tableau 1. Les espéces du genre Vespa.

Carpenter et al. 2011.

L’Asie est le centre de diversification du genre Vespa: 19 des 22 espéces connues de
frelons vivent entre Asie et Océanie (Carpenter & Kojima 1997). Seules deux especes du
genre Vespa sont naturellement présentes en Europe : Vespa crabro et le frelon oriental
Vespa orientalis (Matsuura & Yamane 1990). Le frelon V. crabro est ubiquiste en Europe
tandis que la distribution de V. orientalis se limite a la Bulgarie, la Gréce et le Sud de
I'Italie. Ce dernier est par contre la seule espéce de frelon présente en Afrique du Nord

(Carpenter & Kojima 1997 ; Rortais et al. 2010) (Figure 5).
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[I1.2. LES VESPIDAE INVASIFS

Peu d’especes (34 seulement des quelques 5000 connues, Beggs et al. 2011) de Vespidae
ont été décrites comme ayant été transférées hors de leur habitat d’origine et un nombre
encore plus faible peuvent étre qualifiées comme envahissantes. 23 d’entre elles (68%)
sont des especes eusociales, alors que les Vespidae eusociaux ne représentent

qu'environ 20% des espéces connues (Pickett & Carpenter 2010).

Les especes de Vespidae envahissantes les mieux documentées sont : Vespula germanica
en Patagonie et en Nouvelle Zélande, Vespula vulgaris en Nouvelle Zélande, V.
pensylvanica a Hawalii, Polistes chinensis et P. humilis en Nouvelle Zélande, P. versicolor

aux Galapagos, P. dominula en Amérique du Nord.

L’espéce européenne V. germanica, a eu une expansion tres rapide en Nouvelle Zélande
ou elle constitue une menace pour la conservation d’arthropodes vulnérables dont ce
prédateur se nourrit (Harris & Oliver 1993 ; Chapman & Bourke 2001). V. vulgaris, est
elle aussi considérée comme un fléau en Nouvelle-Zélande. Elle se nourrit en effet des
sécrétions sucrées, le miellat, provenant d'une cochenille locale, Ultracoelostoma
assimile, qui vit sur les hétres (Chapman & Bourke 2001 ; Beggs et al. 2011). Le succes
invasif de ces espéces a été attribué a une structure sociale absente ou rare dans la zone
d’origine : leur colonies sont monogynes et annuelles dans I'aire d’origine, au contraire,
un pourcentage significatif de colonies polygynes et pérennes a été observée en
Nouvelle Zelande (Plunkett et al. 1989 ; Leathwick & Godfrey 1996; Donovan 1992). Les
guépes polistes sont considérées comme envahissantes en Nouvelle-Zélande, aux
Galapagos et en Amérique du Nord, ou elles entrent en concurrence alimentaire avec des
especes locales (Causton et al. 2006 ; Beggs et al. 2011). La guépe poliste européenne, P.
dominula a envahi I’Amérique du Nord ou elle est plus compétitive que I'espece indigéne

P. fuscatus et représente un danger pour ce dernier (Liebert et al. 2006).

Plusieurs especes de frelon ont été introduites en dehors de leur aire de distribution
naturelle (Carpenter & Kojima 1997 ; Dvorak 2006), mais la plupart d’entre elles ne se
sont pas établies (Beggs et al. 2011). Le frelon européen V. crabro, cependant, est
maintenant bien établi en Amérique du Nord suite a son introduction volontaire aux

Etats Unis, au XIX siecle, dans le cadre d’'une tentative de controle des pullulations de
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chenilles défoliatrices (Shaw & Weidhaas 1956). Il est maintenant assez largement
répandu dans le nord-est des Etats Unis (Akre et al. 1980) et a été récemment détecté au
Guatemala et au Mexique (Landolt et al. 2010), mais cette espece ne semble pas causer

des dommages particuliers (Beggs et al. 2011).

Le frelon a pattes jaunes, Vespa velutina, est la premiére espece de frelon introduite en

Europe (Beggs et al. 2011).
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Figure 3. Comparaison entre I’espéce envahissante, le frelon a pattes jaunes, Vespa velutina (en haut) et le frelon d’Europe Vespa crabro (en bas).D’aprés Rome & Villemant 2011 (Fiche d’aide

al'identification du frelon a pattes jaunes).
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IV. PRESENTATION DU MODELE D’ETUDE : LE FRELON ASIATIQUE,

VESPA VELUTINA

[V.1. BIOLOGIE DE L’ESPECE

Vespa velutina, ou frelon a pattes jaunes, est un insecte social d’origine asiatique. Il est
d’'un brun tres sombre. Le thorax est entierement brun-noir velouté et les segments
abdominaux bruns, bordés d'une fine bande jaune. Seul le quatrieme segment de
I'abdomen est entierement jaune orangé (Figure 3). Sa téte vue de face est orange et les
pattes sont jaunes aux extrémités. Il mesure entre 17 et 32 mm et il est plus petit que le
frelon européen Vespa crabro, qui lui possede un corps taché de roux, de jaune et de noir

et un abdomen jaune rayé de noir (Figure 3).

Le frelon asiatique vit en colonies dans des nids de « papier maché » fondés par la reine
en début de saison. Une colonie ne dure qu'un an. Une nouvelle colonie est fondée par
une seule reine, qui a été fécondée a l'automne précédent et est sortie de sa phase
d'hibernation. Au printemps, la reine (fondatrice) ébauche un embryon de nid, pond
quelques ceufs et soigne quelques larves. Le développement de la nouvelle colonie
commence apres que les femelles stériles (appelées ouvrieres) aient été élevées. La
colonie se développe rapidement avec 1'établissement d'une division de travaux entre la
reine, qui s’occupe exclusivement de la ponte, et les ouvrieres, qui s'occupent de toutes
les autres taches (prédation, construction du nid, entretien des larves). Les deux groupes
sont constitués uniquement de femelles. En été, I'activité de la colonie s’accroit et la
taille du nid augmente. Vers fin de la saison, le nid atteint sa taille maximale ; la reine
pond des ceufs destinés a devenir des individus reproducteurs (génération sexuée). Les
males naissent via des ceufs non fécondés, pondus soit par la reine, soit par les femelles
non fécondées et ils sont haploides. Les femelles naissent d’ceufs fécondés et sont
diploides. Un déclin rapide de la colonie commence avec la mort de la fondatrice entre la
fin de 1'été et le début de I'automne, une période durant laquelle le nombre d'ouvriéeres
atteint un maximum pour l'année. Seules les femelles fécondées survivront et se
mettront en phase de diapause en attendant le printemps. Dans les pays tropicaux de la

zone d’origine, il n'y a pas de phase de diapause car la température est suffisamment
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élevée toute 'année. Donc quel que soit le moment de 1'année, on peut trouver en Asie

des colonies a tout stade de développement. (Foster et al. 1999 ; Takahashi et al. 2004).

[V.2. DESCRIPTION DES NIDS DE V. VELUTINA

Le nid du Frelon asiatique est formé de plusieurs rayons horizontaux (galettes) de
cellules ouvertes vers le bas et reliés par un pédoncule (Figure 4). Chaque nid est
entouré d'une enveloppe faite de fibres végétales triturées et mélangées avec de la salive
et percée d’'un orifice latéral. L'enveloppe externe est ornée de rayures plus ou moins
foncées selon le matériel végétal utilisé pour la fabrication de la pate. Les nids sont
aériens et sont généralement situés tres hauts dans les arbres. Ils atteignent souvent a la
fin de I'été plus de 50 cm de diameétre (80 cm pour les plus gros) (Rome et al. 2009) et
peuvent renfermer entre 5 et 7 galettes (parfois 11 dans les nids les plus gros) et
plusieurs milliers d’individus (6000 individus produits par nid et par saison en moyenne
mais plus de 15 000 dans les colonies de plus grande taille) (Villemant et al. 2011b).

Jusqu’a 550 futures reines peuvent étre produites par colonie (Villemant et al. 2011b).

Dans certains cas, il a été constaté la formation d’'un certain nombre de « nids satellites »
a proximité de nids qui ne sont plus actifs ou qui ont subi des dommages (Villemant et al.

2008).
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pascal goetgheluck

Figure 4. Le nid du frelon a pattes jaunes, Vespa velutina. Photos de P. Goetgheluck (http://www.goetgheluck.com) A. Nid de
frelon perché sur un arbre ; B Un nid de frelon de grande taille ; C Galette de nid de frelon ; D Section d’'une galette. ; E

Différents stades de développement de I'insecte. Larve /nymphe dans son opercule ; adulte ; larve ; nymphe.
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IV.3. REGIME ALIMENTAIRE ET ECOLOGIE DE LA PREDATION

V. velutina, comme les autres Vespinae, est un prédateur et/ou charognard opportuniste
qui se nourrit d'une grande variété d'insectes et d'araignées, ainsi que de viande

provenant de carcasses de vertébrés (Edwards 1980 ; Matsuura & Yamane 1990).

Sa nourriture se compose de deux catégories : liquides et solides. Les premiers
consistent en glucides consommés principalement par les ouvriéres, tandis que les

deuxiemes consistent en boulettes de chair consommées entiérement par les larves.

Il y a des preuves de spécialisation alimentaire entre les especes de Vespinae. Par
exemple, Vespa tropica se nourrit presque exclusivement par des raids dans des nids de
guépes Polistinae ; Vespa mandarinia effectue fréquemment d’'impressionnants raids de
groupe sur les colonies d'abeilles (Matsuura 1984). L’analyse des boulettes alimentaires
collectées entre 2008 et 2010, montre que le spectre de proies capturé par V. velutina
est assez diversifié (Villemant et al. 2011c). Il comprend une trés grande variété
d’'insectes, avec une nette préférence pour les hyménoptéres sociaux (abeille
domestique : 37%, guépes communes : 18%) et des dipteres (34%) essentiellement
floricoles (Syrphidae) et nécrophages (Calliphoridae, Muscidae) (Villemant et al. 2011c).
Par ailleurs, le spectre de proies du frelon varie en fonction de I'’environnement du nid :
urbanisé, agricole ou forestier. En milieu urbanisé ou la diversité des proies disponibles
est la plus faible, la prédation du frelon sur les abeilles domestiques apparait plus forte :

elles représentent plus du 70% des proies (Muller et al. 2009 ; Beggs et al. 2011).

[V.4. HISTOIRE DE L' INTRODUCTION DE V. VELUTINA EN FRANCE

Vespa velutina, est un frelon invasif provenant du sud-est de I'Asie. Il est répandu du
Népal et du nord de l'Inde jusqu’'a I'est de la Chine, la Péninsule Indochinoise et
I'’Archipel Indonésien (Villemant et al. 2011c). Dans les années 2000, il a été signalé en
Corée (Jung et al. 2008; Choi et al. 2011) ou son expansion est limitée trés probablement
par la compétition exercée par les six autres especes de frelons locales (Villemant et al.

2011a).

Il est arrivé en France au plus tard en 2004, date de la découverte des premiers

individus par un producteur de bonzais de Pinel-Hauterive, Lot-et-Garonne, qui aurait
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vu voler des frelons de couleur brune des I'été 2004. 1l aurait reconnu 'espece qu’il avait
remarquée peu de temps auparavant, lors d’'un voyage de prospection dans la province
chinoise du Yunnan (Villemant et al 2006). En automne 2004, apres la chute des feuilles,
il aurait découvert deux nids sphériques de frelon et les aurait détruits a coups de fusil.
En 2005, en voyant voler a nouveau des frelons, il en a capturé et, en 2006, il a envoyé
un spécimen au Muséum National d’Histoire Naturelle qui a confirmé son identification
(Haxaire et al. 2006 ; Villemant et al. 2006). L’hypothese la plus vraisemblable de son
arrivée en France impliquerait I'importation de poteries chinoises en provenance de
Yixing, ville de la province du Jiangsu, renommée a l'international pour la production de
théieres en terre cuite. Le producteur de bonzais s’approvisionnait depuis plusieurs
années en pots aupres d’artisans chinois un peu partout dans le pays mais a 80% de
Yixing (journal SUD-OUEST, 25 septembre 2010). Il est donc vraisemblable que ce frelon
asiatique ait été introduit accidentellement dans les cartons de poteries chinoises que ce
producteur importait régulierement (Villemant et al. 2006). En effet, puisque le
transport de la marchandise par bateau ne dure qu'un mois, le transport de fondatrices
hivernantes a 'intérieur des cartons aurait pu se faire sans compromettre leur survie,

dans le cas ou elles auraient été expédiées au cours de I'hiver (Villemant et al. 2006).

Depuis sa découverte, 'expansion du frelon a pattes jaunes a été cartographiée grace
aux signalements enregistrés dans la base de données de I'Inventaire National du

Patrimoine Naturel (http://inpn.mnhn.fr/). Moins de deux ans aprés sa découverte, en

2006, il était déja présent dans 13 départements du sud-ouest de la France, 21 en 2007
(avec un nid signalé en Cote d’Or, a 300 Km du font d’'invasion), 24 en 2008 (avec un nid
en Ille-et-Vilaine, Bretagne, a 200 km du front), 32 en 2009 (avec un nid détruit au
Blanc-Mesnil, Seine-Saint-Denis), 39 en 2010 (avec des frelons capturés pres de Nice,
Alpes-Maritimes) et 48 en 2011 (Villemant et al 2011b). Actuellement la zone envahie
est d’environ 270 000 Km? (50% du territoire Francais) et la progression du front

d’'invasion est d’environ 100 Km par an (Rome et al. 2012, sous presse) (Figure 6).

Le frelon V. velutina a été aussi signalé en 2010 en Espagne dans le Pays Basque
espagnol et en Navarre (Castro & Pagola-Carte 2010; Lopez et al. 2011). En 2011

plusieurs individus de V. velutina ont été capturés au Portugal, a Viana de Castelo
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(Grosso-Silva & Maia 2012) et un male a été signalé en Belgique (J. D'Haeseleer, comm.

pers.; Villemant et al. 2011b) (Figure 6).
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1 orientalis

Figure 5. Carte de répartition des deux especes de frelon naturellement présentes en Europe, V. crabro et V. orientalis, et de
I'espéce envahissante, V. velutina. Les parties hachurées correspondent a des zones oul deux espéces sont présentes (hors

sud-est asiatique, Rome et al. 2011).

Figure 6. Carte de répartition de Vespa velutina en France et dans les autres pays européens récemment envahis (Rome et

al. 2012, sous presse).
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[V.5. IMPACT DE L'INTRODUCTION DU FRELON V. VELUTINA.

Le frelon a pattes jaunes, V. velutina, aprés son introduction, s’est rapidement fait
connaitre des habitants du sud-ouest de la France par ses nids de taille imposante ainsi
que par sa prédisposition a chasser les abeilles devant les ruches. A cause de son activité
de prédation et de la taille de ses nids, au moins trois fois plus populeux que ceux du
frelon d’Europe Vespa crabro, V. velutina exerce sur les ruchers une pression beaucoup
plus importante que le frelon indigene (Villemant et al. 2008). En France, il a acquis
rapidement le statut de prédateur majeur d’abeilles dans le milieu apicole. Compte tenu
de I'importance quantitative des proies capturées au cours d'une saison par une colonie
ayant atteint la maturité, I'impact du frelon sur les populations d’abeilles représente un
colt pour l'apiculture en termes de réduction de production de miel et de perte de
colonies, et pourrait avoir aussi des conséquences sur les services de pollinisation que

les abeilles assurent (Muller et al. 2009 ; Villemant et al. 2011c).

Les nids du frelon asiatique sont souvent situés a proximité des habitations, dans les
haies et sur des batiments et ils représentent donc un risque potentiel pour I'homme. En
France, plusieurs cas d’hospitalisations et un cas de déces ont été attribués au frelon
asiatique. Bien qu’aucune augmentation significative de cas de piqlires d’hyménopteéres
n’ait été recensée dans les départements infestés par V. velutina (De Haro 2010), la
probable extension de sa distribution a travers la France et les pays voisins pourrait

aussi constituer une menace pour la santé publique.

En France, le frelon a pattes jaunes représente aussi une menace indirecte pour la
biodiversité a cause de I'impact négatif des campagnes incontrélées de piégeage non
sélectif et du mode de destruction des nids. Les pieges a appats tuent en effet de
nombreuses especes non-cibles, notamment les guépes communes, le frelon d’Europe,
des mouches ou de nombreux papillons, tandis que les nids traités a l'insecticide et

laissés en place menacent I'avifaune (Rome et al. 2011 ; Villemant et al. 2011c).

Un travail de modélisation écologique a permis d’estimer que la plupart des pays
d’Europe sont des territoires d’'invasion potentielle, et en particulier la probabilité
d’acclimatation de I'espece est plus forte sur les cotes atlantiques, du nord du Portugal a

I'Irlande, I’Angleterre et les Pays-Bas au nord, et a I'Italie du nord vers le sud (Villemant
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et al. 2011a) (Figure 7). L’acclimatation d’'une nouvelle espece de Vespidae en Europe
pose donc de nombreuses questions, notamment sur la rapidité et 'étendue potentielle
de sa dispersion. Les connaissances sur son potentiel de dispersion et ses capacités

d’adaptation a nos écosystémes sont tres limitées.

0.1

Figure 7. Carte des potentialités d'expansion du frelon asiatique en Europe. . Les zones rouges correspondent aux zones les

plus propices. D’apres Villemant et al. (2011a).
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[V.6. LE PROGRAMME « ETUDE DE LA BIOLOGIE, DU COMPORTEMENT ET DE L’'IMPACT DE
VESPA VELUTINA SUR LES ABEILLES EN VUE D'UN CONTROLE SPECIFIQUE ».

Dans sa zone d’origine, le frelon a pattes jaunes, a bénéficié de quelques études portant
sur son comportement de prédation, mais tres peu de travaux scientifiques sur sa
biologie et son écologie étaient disponibles au moment de I'introduction de I'espece en
France. Ainsi, les potentialités de colonisation de cette espece et les conséquences de son

introduction n’étaient pas connues.

Dans ce contexte, un programme de recherche, intitulé « Etude de la biologie, du
comportement et de l'impact de Vespa velutina sur les abeilles en vue d’'un contréle
spécifique », financé par France Agrimer (Programme communautaire d’aide a
'apiculture européenne EC 797, 2008-2011), a été initié en 2008. Ce projet, coordonné
par Claire Villemant (MNHN), voyait la collaboration de 4 partenaires: le Muséum
National d’Histoire Naturelle (UMR7205 MNHN-CNRS et INPN) le laboratoire LEGS (UPR
9034 CNRS et UR 072 IRD) de Gif-sur-Yvette, 'INRA de Bordeaux (Unité de Santé
Végétale) et I'IRBI de Tours. Il avait pour objectif de répondre au mieux aux multiples
questions qui se posent sur la biologie et le comportement de Vespa velutina afin de
mieux maitriser son impact sur l'apiculture et son expansion en France. Plus
spécifiquement, le programme visait a : i) approfondir les connaissances sur la biologie
de I'insecte (régime alimentaire, taille et évolution des nids, comportement de prédation,
structure sociale); ii) suivre la dynamique de l'invasion et les fluctuations de la
population ; iii) déterminer les conséquences de son introduction sur les colonies
d’abeilles et sur la biodiversité ; et iv) mettre au point des techniques de piégeage ciblant

spécifiquement V. velutina.
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V. OBJECTIFS DE LA THESE

Dans le cadre de ce programme de recherche, ma thése avait pour objectif d’étudier les
différentes caractéristiques de I'espece, tant génétiques que comportementales, pouvant
permettre d’expliquer le succes de son invasion en France et prédire ainsi ses

potentialités d’expansion en Europe.

Pour ce faire nous avons choisi d’adopter une démarche multidisciplinaire, qui s’est

articulé autour de trois axes :

Dans un premier temps, j’ai caractérisé, grace a l'utilisation de marqueurs moléculaires,
la diversité génétique de la lignée envahissante de V. velutina et je 'ai comparée a celle
de plusieurs populations de l'aire d’origine, afin de retracer I'histoire de son
introduction en France. De maniére plus détaillée, cette étude avait pour but de mieux
comprendre et caractériser le ou les évenements d’introduction du frelon en
recherchant l'origine géographique des individus importés, en déterminant le nombre
d’événements d’invasion et en estimant l'importance quantitative des populations

introduites.

Dans un deuxieme temps, afin de définir plusieurs des parameétres nécessaires a cette
étude et d’en expliciter les résultats, je me suis intéressés a la caractérisation
génétique des colonies et a la biologie de la reproduction de 'espéece, obstacle
majeur dans les premieres phases de l'invasion, afin de mieux estimer la diversité
génétique des femelles sexuées introduites et d’évaluer les capacités de reproduction du
frelon en France en prenant en compte I'hypothese d’une baisse de diversité associée a

la phase d’introduction,

En complément a ces démarches, j'ai entrepris une étude comportementale afin de
comprendre si Apis mellifera défend ses colonies contre le nouveau prédateur Vespa
velutina et dans ce cas comment elle opere, ceci afin de déterminer lI'impact de la

prédation exercée par le frelon sur I'activité des abeilles.

Apres cette présentation générale du contexte de la these, la suite du manuscrit sera
dédiée aux résultats de ces 3 axes d’étude. Dans une derniere partie, une discussion
générale et une conclusion seront présentées, ainsi que les perspectives qui résultent de

ce travail de these.
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VI. CARACTERISATION GENETIQUE DE LA LIGNEE INVASIVE DE V.

VELUTINA

La présente étude a pour objectifs de caractériser, grace a une approche moléculaire, les
principaux traits de l'histoire de l'introduction de V. velutina en France et de mieux
comprendre la dynamique de son invasion. Trois questions majeures ont été

développées au cours de cette étude :
1) Quel est I'origine géographique de la lignée de V. velutina introduite en France ?

2) Est-ce que l'invasion de la France dérive d'un phénomene d’introduction unique ou
est elle issue de plusieurs introductions indépendantes depuis 1'Asie (estimation du

nombre de propagules) ?

3) Quel est le nombre de fondatrices impliqués dans la ou les introductions (estimation

de la taille de propagules) ?

Connaitre 'origine d'une espece envahissante a avant tout un intérét appliqué parce que
cette connaissance peut fournir des indications utiles pour le développement de
méthodes d’éradication ou de contrdle. Grace a la localisation des populations sources, il
est possible d’identifier des agents potentiels de lutte biologique ainsi que les voies
d'introduction (Downie 2002 ; Gwiazdowski et al. 2006). Si une zone géographique ou
un moyen de transport a l'origine de l'introduction est identifié, des mesures de
surveillance peuvent étre mises en place. En effet, la prévention des introductions est
considérée comme la méthode plus efficace pour limiter les invasions biologiques (Mack
etal 2000).

En outre, la connaissance de l'origine d’'une invasion a aussi un intérét fondamental. La
comparaison des populations envahissantes avec les populations d’origine permet
d’identifier d’éventuels changements évolutifs (Keller & Taylor 2008) et de contribuer a
la compréhension générale des mécanismes évolutifs et écologiques impliqués lors des
invasions biologiques. L’estimation de la fréquence avec laquelle une espece est
introduite dans une zone, le nombre d’individus a chaque introduction, et le patron de
propagation consécutif a I'introduction permettent de déterminer les mécanismes qui

ont favorisé I'invasion et ont permis le succes de I'espéce dans I'aire d’introduction.
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VI.1. CHOIX ET DEVELOPPEMENT DES MARQUEURS MOLECULAIRES EN VUE DES ETUDES DE
CARACTERISATION GENETIQUE DES POPULATIONS DE V. VELUTINA

Pour reconstruire l'histoire de l'invasion de V. velutina en France, nous avons donc
effectué une étude phylogéographique a 'aide du marqueur mitochondrial COI et de 22

loci microsatellites.

L’ADN mitochondrial a été choisi car il possede certaines propriétés grace auxquelles il
constitue un marqueur idéal de la colonie : tous les individus de la colonie ont le méme
haplotype, en conformité avec la transmission maternelle. Ainsi, ce marqueur devrait
permettre de déterminer I'origine maternelle des colonies et de détecter avec précision,
parmi les populations de l'aire de répartition naturelle de 1'espéce, l'origine
géographique des haplotypes introduits. Le choix de la région mitochondriale COI est
justifié par le fait qu'il s’est plusieurs fois révélé informatif dans la reconstruction de
I'histoire de l'invasion d’autres insectes sociaux (Caldera et al. 2008; Cremer et al

2008 ; Mikheyev 2008).

Les microsatellites sont des marqueurs a hérédité biparentale. Les femelles et les reines
d’'une génération donnée possédent toutes, a chaque locus, un allele paternel et un alléle
maternel. Ces marqueurs sont hautement polymorphes et ont été choisis pour cette
raison : ils représentent des outils particulierement performants pour estimer le niveau

de variabilité et de structuration génétique a I'échelle de la population.

Aucune étude génétique n’ayant été réalisée sur V. velutina auparavant, cette étude a
nécessité la mise au point de marqueurs microsatellites. Dans une premiere étape, nous
avons testé des loci mis au point pour des especes d’hyménopteres Apidae et Vespidae
comme Apis mellifera, Vespa mandarinia, Vespula vulgaris. 117 marqueurs
microsatellites ont été testés au total, mais seulement 7 ont été amplifiés avec succes et
se sont montrés polymorphes chez V. velutina. Nous avons donc entrepris une recherche
de marqueurs microsatellites spécifiques a V. velutina. La méthodologie relative a la
recherche, au développement et a la mise au point des marqueurs microsatellites a
requis l'utilisation de techniques de I’ADN recombinant et s’est déroulé en cinq étapes
principales: isolation et digestion de I'’ADN génomique, insertion des fragments ainsi

obtenus dans un vecteur et clonage (création d’'une banque génomique partielle),
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criblage de la banque génomique, séquencage des clones positifs, choix des amorces et

mise au point des conditions d’amplification par PCR.

Le screening a été conduit avec succes et 500 clones positifs (contenant des motifs
microsatellite) ont été isolés. Le séquencage de 120 de ces clones a permis d’identifier
15 nouveaux locus qui sont polymorphes chez V. velutina. Ces résultats ont été publiés

dans la revue Conservation Genetic Resources et sont présentés dans 'article 1.
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ARTICLE 1 DEVELOPMENT OF MICROSATELLITE MARKERS FOR THE YELLOW-LEGGED

ASIAN HORNET, VESPA VELUTINA, A MAJOR THREAT FOR EUROPEAN BEES.
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Abstract We report the characterization of fifteen
microsatellite markers in Vespa velutina, an invasive hor-
net from Asia that has been unintentionally introduced in
France before 2005. It is expanding rapidly, covering one
third of the French territory and northern Spain, and causes
severe losses to honeybee colonies. An enrichment proto-
col was used to isolate microsatellite loci, and polymor-
phism was explored in an invasive population from France
and in a population from the native mainland location in
China. These markers showed a number of alleles per locus
and per population ranging from 1 to 11, and expected
heterozygosities ranging from 0.151 to 0.891. These
polymorphic markers will be useful to identify the source
of the invading population and to discover the invasion
pathways.
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The yellow-legged Asian hornet, Vespa velutina (Hyme-
noptera, Vespidae), is a major predator of honeybees Apis
mellifera and its accidental introduction in France from
Asia is causing important damages on the local honeybee
populations.

Vespa velutina was reported for the first time in France
in 2005 (Haxaire et al. 2006; Villemant et al. 2006). It
spreads out across ca. 190,000 km?> within 6 vears (Ville-
mant et al. 2011). Its arrival in northern Spain was reported
in 2010 (Castro and Pagola-Carte 2010). Its eradication is
now impossible and its expansion in Europe is soon to be
expected (Villemant et al. 2011).

Information on the genetic variability between individ-
uals of V. velutina from France and Asia is necessary to
describe the history of the invasion of this species and to
estimate its potential geographic expansion in the future.

In this study, we isolated a set of polymorphic micro-
satellite loci that will be useful to better understand the
invasion pathways of V. velutina and to predict its dispersal
in Europe.

Two microsatellite-enriched libraries were prepared fol-
lowing the Duthech et al. (2000) protocol with modifications
by Giraud et al. (2002). DNA (x50 ng) was digested with
two restriction enzymes: (Libraryl: Dral; Library2: Rsal).
The DNA fragments were ligated using the adaptators
MLUIA 5-CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3" and ML
UIB 5-TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3" and
were then amplified by PCR. Microsatellite sequences were
selected using biotinylated TC(10) and TG(10) probes and
captured by streptavidin Magnesphere paramagnetic particles
(Promega). Enriched DNA was cloned using the pGEM-T
Easy Vector (Promega). The recombinant clones were
transferred onto nylon membranes (Hybond-N+-; Amersham)
and screened by hybridization using the same stocks of
dinucleotide digoxigenin end-labelled oligonucleotide probes

@ Springer

38



hissante en France

une espece enva

tude comportementale d’

Stique et é

ene

7z

Caractérisation g
Vespa velutina Lepeletier (Hymenoptera, Vespidae)

Conservation Genet Resour

1821 100X9 SI2qUID A
—ApIRH o) 10] sanea-g anpad-MH ‘AnsofAzorsay paoadxs ‘g ‘AisofAzoanay paasesqo ‘g ‘uonendod yora ur sa[o[[e Jo Joquinu A ‘dSurI 9ZIS Q2[R YSV ‘SIIIR JO Joquinu [R10) jjpN

LVVOVVDLIIDIOLLOLDOLY

868'0  6T90 €8S0 € T6G90 €80 €180 8  HLITEST 6 9EFLOGNT 0 “(DD"(VD) DOVVIVODVDIVOVLIODLID . 8S1-1¥
VOLOVLIODDOOLLIOLOLLL ¥
1160 £§9°0 9090 € 80¢£0 8980 T690 8  P8I-OFI Sl SEFLOINT or )] DOVOLLODVOILLOLVOVLLVOL A SII-¢d
VIOVOOLVVVVLYOVOOLLVOVLDD o
srydiowouow
SLSMOO[SIGL 1 IS0 €880 8€60 6  T8I-LPI 91 FEFLOINT or 1(10) VLIOODVVILOVVIILLLYOLVY 4 trl-td
DVOLOVLLLOLLIDDIDVDD o
92T0 T8TO TITO T TSSO LLYOD  SLO S S9OI-8F1 8 £EFLOONT 0€ (L) VLVOOVLLOLIDDILOOIVD A 691-1d
YYYVODOVLOLLVLYDVDILOOL o
6060  €F90 9890 €  SIED 9580 S9L0 8  TOT-891 91 TEPLOONT 0¢ E(vD) OLVLIODYOIVYDOVVIOVID i LEI-1Y
DLOVOVOVDVVYDLOIDLLOL ¥
1 L0S0 S FO 1§80 €180 6 STT-661 ¥l 1EFLOINT 0¢ Y(wD) LVVOVVODODDLLOLIIOLL i €€+
LLLOVOOVVLLYVVVOLYVODL i
PLO P6F0  6SFO T 110 9S8°0 L9011 FLIF00D  +T 0EFLOINT or oN1D) VVVVVOVLVOVODOOLVOLYD d  08-1Y
DLILIDIDLYVVIVOOLLYY ¥
0 IS10 0 T 9TI'0 LLLO 90L0 9  SST-IvT 8 6ZFLOONT 0€  S(LLDFN1LD) LVODLDDIOVOVVIOLLOOY . LL-1Y
VVDOVVVDLODOVYDODLVL ¥
870 SKPO0  TEY0 €  P8LO 6IS0 8850 ¥ BSITHI S STHLOONT 0¢ "1v) VOVOLLVVVOILODLLVODL . SL-1d
LVVIDVVVVLOOOVVOIDIL ¥
LTL0 LLFO TEFO T 6L00 L6LO 6TS0 9 61166 11 LTFLOONT 0 1) LLLLVODVODLLIDVOVLIVLLVOD i 9¢-1¥
DLOOVIVVVIOVVYOILOIDL o
LELO 9890 9L90 +  I89°0 €€8°0 1 8 081-LS1 01 9TFLOONT St SO LOVDODLIILLLLYDOVYDD d  §l-€d
VOOLLIDLLOLLOVYVLIVVOID
8CT'0 9€9°0  TI90 S LEGD ¥SLO  SLO 8 TSI—TTL 11 STHLOINT St 1oL LVVYLLOIDILOOVINODIVD A FlI-+d
DILVLIDDLYDLYIDOVYILD o
0 890 €FTO F 1I€0 1680 SLO I ¥61-FST LI FTPLOINT Sy 2(1D) *'OV) DVVVDLOVVLLVLLYOVOLLYVIOOIL W 001-Fd
VLLVOLLLOVVOVDOVDOID o
S80°0  66F0  6V90 € TOI'0 WLLO S9L0 L 8TTVOT 6 ETPLOINT Sy #(10) VIDLVDIDOOVVVVLLYDOD i §81-Td
VDOVVVOVVVYVVLYVOVOVVVOOL o
10000 60S0 9SS0 € 1890 €890 SI90 §  TLT6IT 11 TTPLOGNT St 15(10) DDVVILVIOVILVOIVOOVID W 9T-+d
anead aneAd
-MH Ay "H N -MH 7H H N ) 3 -
OU UOISSAIOT JuBqUIS
QOURI]-2pUOIIT) m:EU.wEm__.DLN AQLVM@{ TeN Aot/ snaoT| mU;uZ Jnouw Hnun_uﬁ ?m\\mu aouanbas Jaurig SN207T

puNngaA pdsaA ur pARIOSI 190] N[AIRSOIDIW UL JO SINSLINDRIRYD) | dqe],

pringer

s

39



Caractérisation génétique et étude comportementale d’une espece envahissante en France:

Vespa velutina Lepeletier (Hymenoptera, Vespidae)

Conservation Genet Resour

(Roche Diagnostics GmbH). 130 positive clones were
amplified by PCR and were sequenced with the ABI Prism
3130 automatic sequencer. The sequences were aligned using
BioEdit, version 7.0.9 (Hall 1999) to check if some sequences
shared similarities between flanking regions. Primers were
designed using Primer3 software (Rozen and Skaletsky 1998)
for 43 sequences.

Initially, the different combinations of primers designed
for the 43 loci were tested in six individuals from different
countries (two from China, two from France, one from
Vietnam and one from Indonesia). Reactions were per-
formed with 45 cycles of 94°C for 30 s, 55°C for 30 s and
72°C for 30 s (with an initial step of 94°C for 10 min and
a final step of 72°C for 10 min). Each amplification
contained 5-10 ng of genomic DNA, 1X Buffer, 3 mM
MgCl2, 0.4 mM of dNTPs, 0.4 uM of each primer, and
0.25 U of GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega). The
PCR products were separated in 5% agarose gels, to check
if the loci were polymorphic or not. Polymorphic loci were
tested on 21 workers collected in one invasive population
(Gironde district, France) and 18 workers from one native
population (Zhejiang province, China). The PCR protocol
was the same except that we used fluorescent forward
primers for the PCR and we reduced the number of cycles
for some loci (see Table 1). Microsatellite loci were ana-
lyzed on an ABI 3100 automated sequencer (Applied
Biosystems); the lengths of PCR products were determined
using Genemapper software (Applied Biosystems).

Observed and expected heterozygosities and mean
number of alleles per locus were estimated using Arlequin
3.01 (Excoffier et al. 2005) and are shown in Table 1. Null
allele frequencies were estimated using Microchecker 2.2.3
software (Van Oosterhout et al. 2004). The linkage dis-
equilibrium for each locus and location was tested using
Genepop (Rousset 2008). Adjustment for multiple testing
was performed applying Benjamini and Hochberg (1995)
false discovery rate procedure.

Fifteen polymorphic loci with unambiguous allelic pat-
tern were selected for further population studies. Primer
sequences and PCR conditions are given for each selected
locus in Table 1. The sequences of the fifteen loci have
been deposited in the GenBank database (Accession nos.
IN607422-JN607436). In the French sample, the number of
alleles per locus and the expected heterozygosity ranged
from one to four, and from 0.151 to 0.678, respectively.
Loci developed here were more polymorphic for the native
eastern Chinese population, with the number of alleles
ranging from 4 to 11 and levels of expected heterozygosity
per locus varying between 0.519 and 0.891 (Table 1).

No significant deviation from Hardy—Weinberg equi-
librium over all loci was found for the French population,
except loci R4-100 and RI-77 showing a significant het-
erozygote deficit. Similarly, in the Chinese population, all

loci were at HWE. Such a deficiency in heterozygotes may
result from the presence of null alleles. This seems to be
the case for the two loci R4-100 and R1-77 from the French
population. Despite significant heterozygote deficit at two
loci, both French and Chinese populations were at HWE.
No evidence for linkage disequilibrium was detected both
in French and Chinese samples.

The relatively low number of alleles for each locus in
the French populations can likely be linked to a bottleneck
experienced by the invading population.

Our results show that the microsatellite loci isolated from
V. velutina will be useful for population genetic studies in
both native and introduced populations of this species. These
markers are expected to provide important insight into the
structure of populations, which is promising for future anal-
yses intended to understand invasion routes and to decipher
the factors responsible for the success of invasions.
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VI.2. MATERIEL BIOLOGIQUE UTILISE

Le matériel a disposition pour notre étude est constitué d’individus de V. velutina
provenant de France et d’Asie (Indonésie, Vietnam, Chine) conservés dans de I'éthanol a
90 %. Ce matériel a été fourni par I'’équipe du MNHN (C. Villemant, Q. Rome, A. Perrard,
F. Muller), par de chercheurs étrangers (M. Dvorak, J.L. Rennesson, P. Tripotin, T. Ken,
Chen, X.X., Tan ].L.) et par plusieurs apiculteurs et associations apicoles frangaises. Un
effort d’échantillonnage plus important a été effectué en Chine, dans la zone supposée
d’'origine et en particulier a Yixing, site d’ou provenaient les poteries chinoises
importées en Lot et Garonne, grace a une mission conduite par I'équipe du MNHN.
L’échantillon a été complété par des individus issus d’'une autre population invasive de
frelon établie en Corée (Jung C., School of Bio-ressource Sciences, Andong, Corée) dans le

cadre d’une collaboration avec Claire Villemant et son équipe.

Pour les analyses génétiques seules les femelles ont été utilisées. En effet, cette espece
étant haplo-diploide, seules les femelles possédent deux copies de chaque gene, alors que les
males n’en possedent qu’une seule. Ceci permet d’étre sir que les individus homozygotes le
sont bien. Pour I’étude populationnelle un seul individu pas nid a été analysé. Quand les
¢échantillons étaient collectés au filet ou venaient d’un piége, un frelon par site de collecte a

¢été utilisé pour les analyses. La distance minimale entre sites de collecte a été établie a 10 km.

VI1.3. ANALYSE GENETIQUE DES POPULATIONS ET RECONSTRUCTION DE L’HISTOIRE DE
L’ INVASION

Pour retracer 'histoire de l'invasion de V. velutina en France nous avons utilisé deux

types d’approches.

Dans un premier temps nous avons utilisé des méthodes d’analyse classiques basées sur
les divergences de séquences et les fréquences alléliques (arbres phylogénétiques, arbre
de distance génétique entre individus, Fs), sur la vraisemblance d’assignation
(GENECLASS), et sur de modeles bayesiens de calcul de vraisemblances (STRUCTURE).
Toutefois, toutes ces méthodes présentent des limites. Premierement, elles nécessitent

que I'échantillonnage soit exhaustif (Guillemaud et al. 2010). Deuxiémement, elles ne
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fournissent pas de support statistique permettant de mesurer quantitativement la
confiance qu’on peut accorder a un résultat plutot qu’a un autre. Enfin, elles ne prennent
pas en compte les différentes forces qui affectent la diversité génétique au moment de
I'invasion (Estoup & Guillemaud 2010). En particulier, elles ne tiennent pas compte du
fait que la dérive génétique liée aux effets de fondation modifie aléatoirement les
fréquences alléliques et fait augmenter la différentiation génétique entre une population

envahissante et la population d’origine (Estoup & Guillemaud 2010).

Suite a toutes ces considérations, nous avons donc associé aux méthodes d’analyses
classiques une méthode récemment développée, I’Approximate Bayesian Computation,
ABC (Beaumont et al 2002). L’utilisation de cette méthode présente plusieurs
avantages : i) elle permet d'inclure des données historiques et biologiques en plus des
données génétiques; ii) elle s’est révélée tres puissante dans la reconstruction des
scenarios d’invasion, car elle permet de prendre en compte l'existence de goulots
d’étranglement (Pascual et al. 2007), d’hybridation (Verdu et al. 2009), ou de population
non échantillonnées (Lombaert et al. 2011) et permet d’estimer le nombre de fondateurs
d’une population (Bonhomme et al. 2008 ; Lye et al. 2011) ; iii) elle permet de évaluer la
qualité des estimations a travers le calcul des erreurs de type I et Il associées aux

résultats obtenus.

ABC est une méthode d’'inférence bayesienne approchée qui a pour objectif d’obtenir, a
travers la simulation d’'un grand nombre de jeux de données, un résultat qui soit le plus
proche possible des observations (Beaumont 2010 ; Bertorelle et al. 2010 ; Csillery et al.
2010). A partir des données observées D (par exemple des génotypes multilocus
individuels) pour un parametre 6 qu’on veut estimer, I'expérimentateur choisit une loi a
priori (un scénario) et lance des simulations pour obtenir des parameétres simulés selon
cette loi. Donc, en connaissant les données observées D, la simulation permet de
rechercher la distribution a posteriori d’'un parameétre 6. Une fois cette distribution
obtenue, elle peut étre comparée avec les valeurs observées en remplacant I'estimation
de la vraisemblance des méthodes bayesienne, par une approximation via l'utilisation de

statistiques résumées.

Une analyse ABC peut étre divisée en 9 étapes (Bertorelle et al. 2010):
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Etape 1: Définition des scénarios. Il s’agit de définir des modeéles d’introduction et de
renseigner les données historiques et démographiques relatives a I'invasion. Lors de
I'écriture du scénario, les événements (divergence, mélange de populations, changement
de taille efficace des populations considérées) sont fournis de facon séquentielle en
remontant le temps depuis le présent. Le temps est mesuré en générations et la taille
efficace des populations et le taux de mélange (si c’est le cas) sont renseignés a chaque

événement de divergence, de changement de taille ou de mélange.

Etape 2: Définition des priors. 11 s’agit d’associer des valeurs, des intervalles de
valeurs, ou des distributions a priori a chacun des parametres génétiques (modele de
mutation, taux de mutation etc.), démographiques (taille efficace des populations, taille
des populations lors de goulots d’étranglement) et historiques (date de premiere
observation de la population envahissante, date de divergence entre populations, date

de mélange de populations etc.).

Etape 3: Choix des statistiques résumées. Il s’agit de choisir les statistiques
nécessaires a la description des variations génétiques intra et inter-populations
(nombre moyenne d’alleles par locus, hétérozygotie moyenne attendue, Fi:, distance des

alleles partagés (DAS), etc.)

Etape 4: Simulation des données génétiques. Il s’agit de simuler les données

génétiques a partir des lois a priori définies dans chaque scénario aux étapes 1 et 2.

Etape 5: Rejet des jeux de données les moins informatifs. Dans cette étape chacun
des jeux de données simulées est résumé a l'aide des statistiques précédemment
choisies. Pour ce faire, les distances euclidiennes entre les statistiques simulées et celles
observées sont calculées. Ensuite, les données simulées trop éloignées des données

observées sont rejetées par rapport a un seuil de rejet choisi.

Etape 6 : Sélection du scénario le plus probable. Cette étape consiste dans le calcul de
la probabilité a posteriori de chaque scénario par une régression logistique sur les jeux

de données conservées a I’étape 5.

Etape 7 : Evaluation de la confiance dans le choix du scénario. Il s’agit de calculer les

erreurs de type [ et Il. L'erreur de type I est la probabilité d’exclure le scénario
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sélectionné dans I'étape 6, alors qu'il est vrai. L’erreur de type Il est la probabilité de

choisir un scénario, alors qu'il est faux.

Etape 8: Estimation des parametres. Cette étape consiste a établir la distribution a
posteriori des parametres par une analyse de régression locale des parametres par

rapport aux statistiques résumeées.

Etape 9: Evaluation de la confiance dans l'’estimation des parametres. Il s’agit
d’estimer la confiance qu’on peut avoir dans les résultats en mesurant le biais relatif
moyen (différence moyenne entre valeur estimée et valeur vraie, divisée par la valeur
vraie), l'erreur moyenne relative (racine carrée du carré moyen de l'erreur, divisée par la
vraie valeur), 'intervalle de confiance a 50% et 95% (I'intervalle de données simulées qui
ont respectivement 50% et 95% de chance de contenir la vraie valeur du parametre
estimé) et le facteur 2 (pourcentage de fois ou la vraie valeur est comprise entre la

moitié et le double de la valeur estimée).

Concernant les valeurs vraies, deux options sont possibles : elles peuvent étre définies

par I'expérimentateur ou écrites a partir des distributions.

VI.4. RESULTATS DE L’ANALYSE GENETIQUE DES POPULATIONS DE V. VELUTINA

La caractérisation génétique des populations invasives et des populations de la zone
d’origine de V. velutina a permis de reconstruire I'histoire de l'introduction du frelon a
pattes jaunes et d’identifier des facteurs biologiques susceptibles d’expliquer le succes

de son invasion.

Pour identifier les sources probables de populations introduites et décrire avec
précision l'histoire de l'invasion en France, I'ensemble des populations, natives et
invasives, a été caractérisée pour la diversité au gene mitochondrial COI et aux 22 loci
microsatellites. Les données moléculaires ont été analysées par des approches
classiques de la génétique des populations et par la méthode ABC, a I'aide du logiciel

DIYABC (Cornuet et al. 2010).

Les résultats de ces analyses montrent que V. velutina a connu un important goulot

d’étranglement au cours de son introduction qui a significativement réduit sa diversité
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génétique. En combinant les données moléculaires aux données historiques de
démographie de l'espéce, ces analyses nous ont permis de démontrer que les deux
populations invasives, France et Corée, provenaient de deux événements d’introduction
indépendants depuis I'Asie. Par ailleurs, la population source la plus probable est le
méme pour les deux invasions: elle a été identifiée dans une zone géographique
comprise entre les provinces chinoises du Zhejiang et du Jiangsu. Ces résultats
confirment I'hypothése d'une importation du frelon via les échanges commerciaux entre

ces différentes régions.

Par ailleurs, I'estimation de l'effectif efficace de la population introduite suggere que la
population francaise résulterait de l'introduction d’'une seule femelle, fécondée par
plusieurs males. La date de premiere introduction a été estimée entre le 2001 et le 2004.
L’apparente perte de diversité génétique chez V. velutina lors de son introduction en
France n’a visiblement pas contraint le succés de son invasion : le frelon a pattes jaunes,

depuis son introduction, a connu une expansion tres rapide en Europe.

Afin de comprendre quels sont les mécanismes biologiques explicatifs de ce succes
d’invasion nous avons entrepris une caractérisation génétique des colonies de la lignée
envahissante. La constatation que plusieurs lignées paternelles étaient présentes dans la
population de V. velutina établie en France, nous a permis de suggérer que la polyandrie
pourrait avoir significativement contribué au succes de l'invasion. Ce systeme, qui est
presque unique parmi les Vespidae, aurait offert une flexibilité génétique et aurait
apporté une importante contribution lors de l'introduction en permettant a I'espece de

passer les barriéres écologiques et reproductives associées au processus invasif.

L’ensemble des résultats sont présentés dans 'article 2, qui sera tres prochainement

soumis a Molecular Ecology et seront intégrés dans la discussion générale.
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Abstract

The Yellow-legged hornet, Vespa velutina, was accidentally introduced from south-east
Asia into France and Korea and has invaded these two distant countries over the last ten
years. Since its introduction, it has rapidly become an economic problem and caused
serious honeybee colony losses due to its severe predation. To identify likely sources of
introduced populations and accurately describe the history of the invasions, we
examined the relationships among native V. velutina populations from China, Indonesia
and Vietnam and introduced populations from France and Korea. Populations were
characterized using cytochrome C oxidase (COI) sequence data and nuclear
microsatellite allele frequencies. Molecular data was analyzed using classic population

genetics tools and approximate Bayesian computation (ABC) approaches.

We demonstrated that the populations in France and Korea originated from two
independent introduction events, but that the most probable source population is the
same for both invasions: identified as coming from an area between the Chinese
provinces of Zhejiang and Jiangsu. These findings confirm the hypothesis of an

importation via commercial exchanges between these geographic regions.

In Europe, introduced Chinese Yellow-legged hornets spread rapidly despite a
substantial loss of genetic variation. Our results suggest that a single queen was
responsible for the invasion. The success of this dramatic founder effect was made
possible by the polyandry of Vespa velutina, which is almost unique among Vespidae.
This particular reproductive system provides genetic flexibility and might have
enhanced the success of V. velutina as an invasive species, as demonstrated by the

concomitant invasion of France and Korea.
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Introduction

Expansion of global trade, and increases in human mobility over the last century has
resulted in unprecedented invasions by non-native species. These biological invasions
produce severe, often irreversible impacts on agriculture and natural resources (Mack et
al. 2000; Beggs 2001; Matthews et al. 2001; Holway et al. 2002; Pascal & Lorvelec 2005).
Among the most documented biological groups, social insects were defined as very
successful invaders (Moller 1996). Many social insect species have become established
outside their native ranges, and a subset of them is among the world's worst invasive
species (IUCN, 2000; Lowe et al 2001, Global Invasive Species Database
(http://www.issg.org/database)).

Generally, the invasive success of social insects has been attributed to some of their life-
history traits that facilitate their introduction and demographic success into new
habitats (Mack et al. 2000; Beggs 2001; Matthews et al. 2001; Holway et al. 2002; Pascal
& Lorvelec 2005; Inoue & Endo 2008).

Behavioral flexibility permitted by the sociality may explain the invasive success of some
social species. Introductions of ants, that are among the most widespread and damaging
alien species, are often accompanied by genetic changes that lead to alterations in social
behavior and colony structure contributing to their success (Moller 1996; Aron 2001;

Tsutsui et al. 2001; Giraud et al. 2002; Fournier et al. 2009).

Another key to the success of social insects as invasive species is the ability of a single
queen to found a populous colony and to produce a large number of reproductive
females that provide large dispersal capacity (Moller, 1996; Davidson, 1998; Chapman &
Bourke, 2001; Holway et al. 2002; Paini & Roberts, 2005). This is the case of the
Wasmannia auropunctata (Roger, 1863) invasion of New Caledonia and Hawaii: the
unusual, largely clonal, reproductive strategy of the little fire ant enhanced its success as
an invasive species (Foucaud et al. 2006; Mikheyev et al. 2009). According to Schmid-
Hempel et al. (2007) it is also the case for Bombus terrestris (L., 1758).

Specific association with human activities is another feature that makes social insects
successful invaders. This association is particularly relevant for Bees (Bombus and Apis

spp.). For economic reasons these social insects have been deliberately introduced to
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new areas (Moller 1996; Ings et al. 2005). Bombus spp. are widely used as agricultural
pollinators in many countries to enhance the pollination of commercially important
crops (Banda & Paxton, 1991). In Japan, Chile, Tasmania, Israel and New Zealand, B.
terrestris has become naturalized, and may threaten native ecosystems (Buttermore
1997; Nagamitsu & Yamagishi 2009). In this case, repeated introductions or the
introduction of a large number of individuals could have significantly contributed to the
invasive success. Similarly, large scale introductions have been carried out in the case of
honey bees Apis mellifera L. 1758, for honey production. One example is the invasion in
the Americas of the Africanized honey bee, a hybrid generated by a man-made breeding
of the African honey bee, A. m. scutellata Lepeletier, 1836, with various European honey
bees (Chapman & Bourke 2001). Africanized bee is now the dominant bee species in
most tropical and subtropical areas in the American continent (Roubik et al. 1989; Smith
1991; Winston 1992; Chapman & Bourke 2001). Life-history traits of this hybrid bee
favoring its invasion includes a high rate of colony reproduction by swarming, high
aggression towards intruders, high mobility of colonies and low specialized nesting

requirements compared to their European parent races (Roubik 1989; Winston 1992).

Among social hymenopteran, Vespa species are not commonly considered as invaders.
Several species have been introduced beyond their native range, but most of them failed
to establish (Carpenter & Kojima 1997; Dvorak 2006; Beggs et al. 2011; Villemant et al
2011). Nevertheless, in an attempt to control forest caterpillar outbreaks, Vespa crabro
L., 1758 has been intentionally released in the USA in the nineteenth century (Shaw &
Weidhaas, 1956) and the species is now naturalized across eastern United States and
Canada (Carpenter & Kojima, 1997). However, this species does not seem to cause any

particular damage (Beggs et al. 2011).

Another invasion among Vespidae, noteworthy for its rapidity and visibility, is the
recent introduction and establishment of Vespa velutina Lepeletier, 1836, the Yellow-
legged hornet to France and Korea. It is the first successful invasion of an exotic
Vespidae into Europe (Haxaire et al. 2006; Villemant et al. 2006; Rasplus et al. 2010;
Villemant et al. 2011). V. velutina naturally occurs in Asia, from Afghanistan to eastern
China, Indo-China and Indonesia (Carpenter & Kojima, 1997), where it is known as an

active predator of honey bees (Abrol, 1994; Tan et al. 2007). The first field record of the

51



Caractérisation génétique et étude comportementale d’'une espece envahissante en France:
Vespa velutina Lepeletier (Hymenoptera, Vespidae)

Yellow-legged hornet was obtained in Lot-et-Garonne département in 2005, where,
according to locally collected data it was likely present as early as 2004 (Haxaire et al.
2006). Since its introduction, the hornet has spread rapidly across south-west of France
(Villemant et al. 2006; Rome et al. 2009). The invaded area reached about 190,000 km?2
in 2010 (Villemant et al. 2011 and fig. 1). The hornet was also very recently reported in
the northern regions of Spain (Basque Country and Navarre) (Castro & Pagola-Carte
2010; Lépez et al. 2011), several V. velutina were captured at Viana do Castelo in
Portugal (M. Maia, personal comm.) and a male was identified at Flobecq in Belgium (J.

D'Haeseleer, personal comm).

It has been suggested that the first introduction of the Yellow-legged Asian hornet in
France was related to an event of importation of horticultural pots from China
(Villemant et al. 2006). The first hornet observation was made by a French bonsai
producer near his property. This producer regularly imports pots from Chinese coastal
areas close to Shanghai (Villemant et al. 2011). The invasive propagules thus may have
been dissimulated in pots carried on cargo boat from these Chinese provinces. Following
this hypothesis they presumably did not constitute a full nest too large and aggressive to

remain undetected during the transportation, but one or few newly mated queen(s).

Little is known about V. velutina introduction in Korea. It has been found for the first
time in Bongrae Mountain, Yeong-do districts, near Busan, from 2003. In this country V.
velutina appeared to have spread much more slowly (Jung et al. 2008; Choi et al. 2011)
than in France (Rome et al. 2009; Villemant et al. 2011). In Korea, indeed, the invasive
hornet has to compete with six Vespa species versus only one, V. crabro, in France
(Villemant et al. 2011). The distribution of this species seemed in a first stage limited to
north-eastern Busan area, but is now expanding (Kim et al. 2006; Jung et al. 2008; Choi

etal 2011).

Like many other invasive species, V. velutina has never caused significant economic
problems in its native range, where many environmental factors (i.e. predation and
competition) are likely to limit its population levels. In the French area of introduction,
these factors are to our knowledge lacking. Its multiplication is also greatly enhanced by
the presence in large numbers over the entire surface of the European territory of one of

its favorite food: the European honey bee Apis mellifera (Perrard 2009, Arca et al
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unpubl. data). The latter is the hornet’s main prey likely because, contrary to the Asian
species Apis cerana F. 1793 (Villemant 2008, Ken et al. 2005), it has no effective
defensive behavior to fight against this new predator (Rortais et al. 2010; Arca et al.
unpubl. data). Yellow-legged hornet that feeds on a diversity of insects can also have a
significant impact on the native arthropod biota. However, if its impact on insect
diversity is difficult to assess, the damages on the French apiaries are evident: the high
losses due to deaths of colonies and to reduction of honey production led some
beekeepers to abandon their business (Villemant et al. 2011). In addition to damages on
apiaries, V. velutina appears frightening and potentially dangerous to human
populations due to its huge nest and population size. Several casualties have been
attributed to the Yellow-legged hornet in France and have been documented by national

and regional media.

The objective of this study is to genetically trace the history of the introduction of V.
velutina in France in order to i) determine the number of independent introduction
events, ii) identify the geographic origin of the introduced propagules, iii) estimate the
number of founders responsible for the establishment of the invasive population and
iv) improve the knowledge about V. velutina life traits that may have facilitated its
demographic success in the invaded areas. Such information about sources and
propagule pressure (i.e. the number of individuals introduced and/or the number of
introductions performed) is essential to understand whether there is a relationship
between genetic diversity and invasion success. Furthermore, knowledge of invasion
routes is a key step to decipher the factors responsible for the invasive success (Estoup

& Guillemaud 2010).

Genetic study of the invasion history was addressed with both mtDNA and recently
generated microsatellites. Data obtained from these molecular markers were analyzed
with various methods including phylogeny reconstruction, clustering of individuals,
assignation of individuals to populations and approximate Bayesian computation (ABC)
approaches. These tools showed congruent results and allowed us to identify the
geographic origin of invaders, to delineate the scenario of invasion and specify the

number of founders.
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Material and methods

Sample collection and DNA isolation

Samples of V. velutina have been obtained from six geographical areas: France, Korea
(invaded areas), Vietnam, Indonesia, Yunnan and Zhejiang/Jiangsu provinces (native
areas) (Fig. 1). Females were collected in front of beehives, in front of hornet nest or
with trapping methods used in beekeeping. Sampling locations and sample sizes are

indicated in Figure 1.

In addition to the hornets collected in the field, we analyzed samples of V. velutina from
10 different colonies from three French districts: Dordogne, Gironde and Ile-de-France.
A total of 460 DNA female nymphs were genotyped. DNA was extracted from nymphs or
adults (thorax or legs) using the ‘DNeasy tissue Kit’ (Qiagen).

Mitochondrial DNA sequencing and analysis

Forty-eight individuals of V. velutina from France and 48 from Asia (Indonesia, Vietnam,
China, Korea) were amplified with universal primer sequences HCO 2198 and LCO 1490
to yield a 658 bp fragment of the mitochondrial gene cytochrome C oxydase subunit I

(COI) (Folmer et al. 1994).

Polymerase Chain Reaction (PCR) amplifications were performed according to the
standard PCR reaction protocol used in Canadian Centre for DNA Barcoding (Hajibabaei
et al. 2005). PCR products were checked on a 2% agarose gel. Purified PCR fragments
obtained from the HCO / LCO primer pair were sequenced in both directions. Both
strands of DNA were aligned manually using BIOEDIT 7.0.5.3 (Hall 1999). No insertions,
deletions or stop codons were present in the alignment. Edited sequences of each
haplotype were deposited in GenBank (accession numbers: ... - ...). Genetic differences
among haplotypes were graphically represented by a maximum parsimony tree using
MEGA 4 (Tamura et al. 2007). Haplotype and nucleotide diversity (Nei 1987) were
calculated using DnaSP 4.10.9 (Rozas et al. 2003).

Microsatellite amplification and analysis

Seven microsatellite loci previously developed for other Vespidae, VMA-6 and VMA-8 for

Vespa mandarinia (Hasegawa & Takahashi 2002), LIST2003, LIST2015 and LIST2004B

LIST2018B, LIST2020B for eusocial wasps (Daly et al. 2002), were used for V. velutina.
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The letter 'B' after the primer name indicates that primers were redesigned from the loci
isolated by Daly et al. 2002 (see Supporting information for their sequences). Fifteen
additional loci isolated from V. velutina were used in the present study (Arca et al. 2011).
All hornets were genotyped at twenty-two microsatellite loci listed in Table S1,

Supporting Information.

PCR amplifications were performed following the protocol described in Arca et al. 2011.
PCR products were analyzed in DNA capillary sequencer ABI Prism® 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Alleles were scored with GeneMapper v.4.1 (Applied

Biosystems), and each allele-call was manually checked.

Because of low-quality template DNA, we could not obtain complete genotypes for 28
Chinese and 14 Indonesian specimens. However, because these specimens failed at only

five loci at most, we included them in all analyses.

Number of alleles, allele frequencies and exact tests of Hardy-Weinberg equilibrium
were calculated in ARLEQUIN 3.01 software package (Excoffier et al. 2005). Effective
number of alleles and Nei’s diversity index has been calculated using GenAlex program,

version 6 (Peakall& Smouse 2006).
Population structure

Genetic relationships among populations were examined in several ways. We built
Neighbor Joining (N]) trees of individuals using shared allele distances (DAS;
Chakraborty & Jin 1993) as implemented in Populations 1.2.30 (Langella 2007). NJ trees
were visualized with TreeView (release 1.6.6; Page 1996). Population structure was also
analyzed using Bayesian clustering techniques with the software STRUCTURE 2.0
(Pritchard et al. 2000). According to Falush et al. 2003 STRUCTURE analysis was
performed considering both the admixture model and the correlated allele frequencies
between populations. The length of the burn-in and MCMC (Monte Carlo Markov chain)
were 10 000 and 100 000, respectively. The number of clusters (K) was set from 2 to 20.
For the whole data set (171 hornets distributed in 6 populations) 10 runs were carried
out for each value of K. French population was further studied with STRUCTURE in

order to determine the number of clusters and explore their geographic distribution.
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Genetic differentiation between populations was estimated using Fs calculated in
ARLEQUIN ver. 3.01 (Excoffier et al. 2005) and tested with 10 000 random permutations
of genotypes.

Assignation test

The program GeneClass 2.0 (Piry et al. 2004) was used to assign or exclude reference
populations (Indonesia, Vietnam, Yunnan and Zhejiang/Jiangsu) as possible origins of
individuals from France and Korea, on the basis of multilocus genotypes. The program
calculates, for each individual of a population, the probability of belonging to each other
reference population. We used the standard criterion described by Rannala & Mountain
(1997), which applies Bayesian statistics to compute assignment probabilities. The
Monte Carlo resampling method (Paetkau et al. 2004) was also applied to identify the
accurate exclusion/inclusion critical values: our results were based on 10 000 simulated

genotypes for each population and on a threshold probability value of 0.01.
Bottleneck test

We investigated the occurrence of recent genetic bottlenecks in French population using
a test of heterozygosity excess implemented in Bottleneck 1.2.0.2 (Cornuet & Luikart
1996; Piry et al. 1999). Heterozygosity excess is expected in populations that have
experienced a significant reduction in size because rare alleles are lost (Cornuet &
Luikart 1996). Two mutation models were tested: infinite allele model (IAM) and two-
phase model (TPM), which incorporates elements of the IAM and stepwise mutation
model (SMM) model (variance = 12, SMM = 95%, Piry et al. 1999). The Wilcoxon’s sign-
rank test were used for assessing statistical significant bottleneck because of its high
statistical power (Luikart & Cornuet, 1998) as it can be used for as few as four
polymorphic loci and any number of individuals (15-40 individuals and 10-15
polymorphic loci is recommended to achieve high power). This condition is easily

fulfilled with 22 loci and 83 individuals analyzed in French populations.

As an alternate approach to detect recent genetic bottlenecks, we used the method
described in Luikart et al. (1998). Bottlenecks should cause a decrease in rare alleles and

a resultant shift in the mode of the allele frequency histogram.
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Mating statistics

For this study 12 microsatellite loci were used: List2003; D3-15; R3-115; R4-114; D2-
185; R4-100; R1-158; R1-137; R1-36; R1-75; R1-77; R1-80. Queen and mate genotypes
were inferred from the worker offspring data using MateSoft 1.0 (Moilanen et al. 2004).
When available, haploid males were also genotyped to confirm queen alleles. The broad
deduction option offered by the program was employed to take into account the
multiple mates. If multiple alternative queens were possible, only the one requiring the

smallest number of patrilines to explain the worker genotype array was considered.
Inferring invasion scenarios using approximate Bayesian computation

To explore putative scenarios of invasion followed by Yellow-legged hornet in France
and Korea, an approximate Bayesian computation (ABC) analysis was performed on
microsatellite data. DIYABC version 1.0.4.46 (available at
http://www.montpellier.inra.fr/CBGP/diyabc (Cornuet et al. 2008)) was used. ABC is a
statistical method computing posterior probabilities of competing scenarios. Briefly, 10¢
datasets are simulated according to each competing scenarios with parameters drawn
from prior distributions. Observed and simulated datasets are then summarized using
summary statistics. Normalized Euclidian distances between observed and simulated
sets of summary statistics are then computed, and the 10 000 smallest distances are
used to estimate the posterior probabilities of the competing scenarios using a weighted

polychotomous logistic regression (Beaumont et al. 2002; Cornuet et al. 2008).

For each invasive population (France and Korea) (Pinv), four possible sampled source
populations were considered: population P1, sampled from Zhejiang and Jiangsu
provinces; population P2, sampled in the Yunnan province; population P3, sampled from
Vietnam; and population P4, sampled from Indonesia. Because these samples may
represent only a subset of the genetic variability of the native area we considered the
possibility that the real source of both invasive populations was actually not sampled. In
this context and following the procedure described by Lombaert et al (2011), we
considered that the true source population could be among four unsampled populations
(named Pf; (j = 1..4)) that diverged from the four sampled native populations tf

generations before sampling (Fig. 2a). In addition, we also considered the possibility
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that the actual source of the introduced populations was unsampled and genetically
distant from the 4 sampled native populations. We thus considered the possibility that
the source of the introduced hornets (Pg) diverged directly from an ancestral population
at about the same time as did the other 4 sampled native populations (Fig. 2b). Finally
we considered admixture scenarios in which introduced hornets derived by admixture
from two of the five source populations described above (P1-P4 and Pg) (Fig. 2c). This
resulted in the comparison of 15 scenarios in DIYABC analysis for each invasive
population, France and Korea (Table 4). We assumed that, after divergence, populations

did not exchange migrants.

We chose prior parameter distributions according to historical and biological knowledge
on V. velutina. As proposed by Bertorelle et al. (2010) we also made several successive
runs of simulation to choose divergence time and effective population size prior
distributions grossly compatible with observed pairwise Fs and allelic richness.
Effective population sizes of sampled (NI, N2, N3, N4) and unsampled (Nf and Ng)
source and of invasive populations (Ns) were drawn from Log-Uniform distribution
bounded by 200 and 20000 (LogUnif[200-20000]) diploid individuals. The divergence
time tf between the hypothetical source populations and the sampled native populations
was drawn from a uniform distribution comprised between 30 and 500 generations.
Historical data suggest that introductions in France and Korea arose before 2005.
Because of the difficulty to detect introduced insects when at low density and
uncertainty about the real introduction date ti, it was drawn between 10 and 20
generations (Unif[10-20]). After their introduction each invasive population size Nb was
drawn from LogUnif[2-1000], with Nb < Ns, during tb generations (Unif[1-5]).
Parameter th bounds between 1 and 5 generations because historical data suggest that
invasions in France and Korea arose before 2005 and sampling was conducted between
2007 and 2010. Finally all five native populations (including the unsampled one)
diverged from an ancestral native population ¢ (j = 1...5) generations ago (Unif[100-
500]). We considered a generation time of 1 year because this hornet species has an

annual life cycle (Matsuura & Yamane, 1990).

The summary of statistics calculated from the simulated and observed data for each of

the fifteen tested scenarios were those classically used in ABC (Cornuet et al. 2008;
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Guillemaud et al. 2010; Lombaert et al. 2010). For each population we used the mean
number of alleles per locus, the mean expected heterozygosity (Nei, 1987), the mean
allelic size variance and the mean ratio of the number of alleles over the range of allele
sizes (Garza & Williamson, 2001). For each pair of sample we used the pairwise Fg
values (Weir & Cockerham, 1984). For each pair of sample including the invasive
population under analysis we used the shared alleles distance (DAS) (Chakraborty & Jin,
1993), the Goldstein distance (u*) (Golstein et al. 1995), the mean individual assignment
likelihoods of population i being assigned to population j, and the maximum likelihood

estimate of admixture proportion (Pascual et al. 2007).

Regarding parameters for microsatellite marker, each locus was assumed to follow a
generalized stepwise mutation model (GSM) with a possible range of 40 contiguous
allelic states for all loci, except for locus R1-180 for which allele range is 80. The mean
mutation rate (u) was drawn in a uniform distribution bounded between 10-4 and 10-3
and the mutation rate for each locus was drawn independently from a Gamma
distribution (mean=u and shape=2). The mean parameter of the geometric distribution
(p) of the length in repeat number of mutation events was drawn in a uniform
distribution bounded between 0.1 and 0.3. The mean single nucleotide
insertion/deletion mutation rate (x_SNI) was drawn from uniform distribution bounded
by 10-%8 and 104 and the individual locus rate was drawn from a Gamma distribution

(mean = p_SNI and shape = 2).

Using parameter values drawn in the prior set, we produced 1,000,000 simulated data
sets for each scenario. The normalized Euclidian distance between the observed and
simulated sets of summary statistics was then computed, and the 10000 closest
simulated data sets (1%) were selected to estimate the posterior distribution of the
parameter using a local linear regression technique (Beaumont et al. 2002). To compute
type I and II errors, we simulated 100 pseudo-observed data sets (PODS) under each
scenario. These PODS which correspond to simulated data for which the true scenario is
known were treated by ABC as if they were observed data. In that case and for reason of

tractability we used 100,000 data sets only for each scenario during the ABC procedure.

In case the same scenario was selected for both France and Korea, e.g. they both

originated from unsampled sources deriving from the same sampled population X, we
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performed an additional analysis to establish whether France and Korea could be the
source of each other. In this additional analysis we compared scenarios in which Korea
and France i) could independently originate from the same unsampled source that
derived from sample population X, ii) could originate from 2 unsampled populations
that derived from the same sampled population X, or iii) could derive from each other
(France from Korea and Korea from France) and iv) could ultimately derive from

sampled population X. This analysis resulted in the comparison of 4 different scenarios.
Test of the sexual admixture model using DIYABC

The biology of the species suggests that the invasive populations may derive from a few
females and a large number of males. In other words, they may derive from a mixture
between one female bottlenecked population (Pfm) and one male less bottlenecked
population (Pm). We used the software DIYABC (Cornuet et al. 2008) to test this
particular admixture model and estimate the effective population size for the French
invasive population and for the source population (obtained from the ABC analysis
described above). We considered 2 scenarios. Scenario A corresponds to the
introduction in France of one bottlenecked population (the introduced female(s) Ps). In
Scenario B, the French invasive population (Pinv) derived by admixture between two
populations (founders’ diploid females (Pfm) and their mating haploid males (Pm) with

different sizes (Nfm and Nm respectively) and immediately admixed.

In both scenarios, the invasive population Pinv diverged at a time t1 from the source Ps.
For the source the effective population size is set to Ns. In scenario A, we assumed the
occurrence of a bottleneck during the introduction to France at t1 generations in the
past. In scenario B, the immediate sources of the French population were assumed to be
two unsampled subpopulations Pfm and Pm corresponding to diploid females and their
fertilizing haploid males founders respectively. Both male and female subpopulations
derived from the same ancestral population Ps and were mixed after a single generation
to generate the introduced population Pinv, characterized by an effective size Ninv. The
admixture rate was rfm=2/3 and rm=1/3 for females and males respectively. The
admixture rates reflect the composition of the following generations where haploid

males will receive only maternal alleles while the diploid females will receive maternal
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and paternal alleles. Therefore, two thirds of the alleles are expected to be of maternal

origin and one third of paternal one.

Demographic parameter priors and summary statistics were the same than those used
for the previous DIYABC analysis. For both scenarios, we imposed the supplementary
conditions, Ninv < Ns and Nfm < Nm < Ninv < Ns respectively. 1,000,000 datasets were
simulated per scenarios and compared to observed data. Posterior probabilities of two
scenarios were estimated for each simulated data set and used to compute type I and II

errors in the selection of scenarios.

Normalized Euclidian distances between observed and simulated sets of summary
statistics were then computed, and the 10,000 closest simulated data sets (1%) were
used to estimate the posterior parameter distributions using a local linear regression
(Beaumont et al. 2002). For each parameter, the mode of the distribution was used as an
estimate. The performance of parameter estimations was then assessed by generating

1000 test data sets.
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Results

Mitochondrial DNA analysis

Mitochondrial haplotypes were characterized in 4 native regions (Zhejiang/Jiangsu,
Yunnan, Vietnam and Indonesia) and 2 invaded regions (Korea and France), as well as in
closely related species (Vespa bicolor F., 1787) as outgroup. The alignment yielded a 658
bp fragment with 120 (18.24%) variable sites, among which 42 were parsimony
informative. Eleven COI haplotypes were detected from a total of 96 V. velutina
individuals sampled in native and invaded regions (Fig. 1). All 11 haplotypes were found
in the native area (3 from Zhejiang/Jiangsu eastern China provinces (F, K and Z), 3 from
Yunnan south-western Chinese province (Y, U and A), 2 from Vietnam (V and T) and 3
from Indonesia (I, N, D)) and only two of them were also found in the introduced areas
making haplotype diversity significantly higher in the native range. Furthermore, each
native population showed at least two haplotypes with haplotype diversity ranging from
0.216 to 1, and nucleotide gene diversity ranging from 0.001 to 0.038 while both indices
are 0 in the population samples from introduced areas. No sequence variation was
observed between individuals from an invaded region (France and Korea). All sequences
conformed to a single haplotype in each region: the haplotype F in France and the

haplotype K in Korea.

Both haplotypes were also found in the native population of Zhejiang/Jiangsu (near
Shanghai) but not in the other sampled regions (Yunnan, Vietnam and Indonesia)

suggesting a possible origin of the invasive populations in Zhejiang/Jiangsu region.

Phylogenetic analysis of the haplotypes yielded four most-parsimonious trees, one of
which is presented in Fig. 3. All four trees have almost similar topology, differing only in
the placement of haplotype U. The haplotypes identified display a clear geographical
pattern. The most basal haplotypes are those from Vietnam (T, V) and Indonesia (I, N,
D). Chinese and invasive haplotypes are located at the top of the tree. The haplotype F is
closely linked to the haplotypes found in Yunnan region (Y, A, and U) and to the other
haplotypes found in the eastern provinces of China near Shanghai: Jiangsu and Zhejiang

(haplotypes Z and K).
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Microsatellite Diversity

All 22 microsatellite loci analyzed in this study were polymorphic in at least one
population (Table S1, Supporting information). In France, only one locus was

monomorphic (D2-142) (Table 2).

No linkage disequilibrium was observed for any pair of loci after correction for multiple
testing. Therefore, further analyses were performed on multi-locus data from all twenty-
two microsatellites. Two regions (Korea and eastern China) showed no departure from
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) at all their loci. In the four other populations,
significant deviations were observed at least at one locus analyzed. However, as the
departure was not systematically observed over all the loci in one population or over all
the population at one locus, the most likely hypothesis is the presence of population

specific null alleles (Table 2).

The mean number of alleles detected per locus and per population varies from 2.727 in
Korea to 7.273 in Yunnan (Table S1, Supporting information). Apart from Vietnam,
genetic diversity was significantly higher in native range than in introduced regions, for
several indices: mean number of alleles per locus, allelic richness, expected
heterozygosity and Nei's diversity index (Fig. 4). The outlier point is Vietnam, an Asian
country considered as part of V. velutina native range, which shows relatively lower

genetic diversity compared to other native populations (Fig. 4).
Bottleneck detection

To detect recent bottleneck (heterozygosity excess) in the French invasive populations
the infinite allele model (IAM) and two-phase mutation model (TPM) were used in
Wilcoxon’s signed rank test on heterozygosity (BOTTLENECK). Korea invasive
population was excluded from analyses conduced in BOTTLENECK due to small sample
sizes. Consistent with a bottleneck, the heterozygosity excess was significant (P < 0.05)
under both IAM and TPM. These results are in agreement with the decrease of genetic

diversity observed with mean number of alleles and Nei’s diversity index.

The distribution of allele frequencies in French invasive population was not exactly what
is expected after a bottleneck event (Fig. 5). Native and stable populations are

characterized by a L-shaped distribution, thus, showing numerous alleles with low
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frequencies. Invasive bottlenecked populations are supposed to show a mode-shift to
more alleles at intermediate frequencies resulting from the elimination of rare alleles in
founder effect. However, the allelic distribution analysis in French and Korean
populations revealed a skewed distribution but with a bimodal tendency and a “wave” at
low allele frequencies. Among the native populations, Vietnam is still an exception: the
histogram of allele frequencies has the same bimodal distribution as observed in

invasive populations.
Populations structure and relationships

There was considerable divergence among populations: pairwise Fs range from 0.078 to
0.365 and all values were significantly different from zero (Table 3). Generally, Fs: were
high between native and invasive populations (except between Korea and
Zhejiang/Jiangsu) and always slightly higher between France and native populations
than between Korea and native populations. For both invasive populations, the lowest

Fs: estimates was with Zhejiang/Jiangsu population.

Figure 6 shows the neighbor-joining tree of individuals based on microsatellite data.
There is evidence of geographical structure. Individuals from the same geographic
population generally grouped together at the exception of few individuals (marked with
an asterisk in Figure 6). The French individuals of V. velutina are clearly separated from
those from Asia. Zhejiang/Jiangsu being the closest cluster to the French one. In
contrast, Korean individuals are grouped in a cluster included in the Zhejiang/Jiangsu
population. There were three principal clusters for the remaining samples: one from
Yunnan, one from Vietnam and one from Indonesia. All three clusters were more closely

related to Zhejiang/Jiangsu population than to French population.

Bayesian cluster analysis was performed with STRUCTURE without prior information on
the geographic origin of samples. Progressive partitioning was visualized comparing the
plots obtained for each value of K varying from 1 to 20. The pattern of clustering is
shown in Figure 7 with hierarchical presentation of successive subdivisions obtained
when increasing K from 2 to 13. French invasive population is the first to separate from
the native provenances. Indonesian population is also individualized very early (from

K=3) and in a stable manner. Vietnam separates definitively from the other populations
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at K=7. Geographical structure progressively emerges in the other Asian populations
when K increases with the individualization of four sub-regions from Yunnan for K=9.
These sub-regions correspond to four different sampled localities situated in Kunming,
Chuxiong, Dali and Honge prefectures. On the opposite, the Korean invasive population
clustered always with native populations from K=2 to K=13, excepted for K=10 and

K=11, in which Korea individuals clustered apart.

When considering only the French individuals, STRUCTURE was able to detect a genetic
structure among the French population. However, the 6 recovered groups are not
geographically structured and the F; values between them are low (Table S2,

Supporting information).

GENECLASS was used to statistically test putative assignment of invasive individuals to
native populations of V. velutina (Table 3). Invasive V. velutina sampled in France and in
Korea are mostly assigned to the eastern Chinese province of Zhejiang/Jiangsu.
Individuals from these two invasive populations were rarely or never assigned to

Indonesia, Vietnam and Yunnan populations.
Genetic composition of colonies

Genotypes of worker offspring and of haploid males were determined on the basis of the

polymorphism of up to 12 microsatellite loci for 9 colonies from France.

All sampled colonies had worker offspring from a single queen (Table 4). The putative
queen genotypes were inferred with Matesoft. The power to correctly deduce the queen
genotype was larger than 0.95 for all 9 offspring groups. When different putative queen
genotypes are proposed, the genotypes of the haploid sons allowed excluding the queen
genotypes that were not consistent. The queen genotype was unambiguously assigned
for five analyzed colonies. Uncertainty of the queen genotype remained for colonies
V0809, V0912, V0926 and V0921 due to the lack of haploid sons. For these nests, the
genotype of queen that requires the minimum number of mates was retained according

to parsimony principle (Table 4).

The mean number of mating observed per queen was 4.7 *+ 2.5. The majority (67%) of

the 9 V. velutina colonies investigated here revealed between three and five patrilines.
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Only one queen (from nest V0809) proved to be singly mated. This result demonstrates

that multiple mating is the rule in V. velutina (Table 4).
Inference of invasion scenarios

In the first ABC analysis we considered that each French and Korean invasive population
could originate either from an unsampled population deriving from one of the 4 native
sampled populations (Zhejiang/Jiangsu, Yunnan, Vietnam or Indonesia), from an
unsampled population directly deriving from the ancestral native population or from
admixture events between 2 source populations. Both French and Korean invasive
populations probably originated from an unsampled population derived from Zhejiang
and Jiangsu with a posterior probability of 0.66 (95% CI = [0.57-0.76], and minimum
Bayes Factor compared to the other 14 scenarios BF = 5.5) for France and 0.90 (95% CI
=[0.85-0.94], BF = 15.2) for Korea, with no overlapping with CIs of any other scenarios.
Confidence in scenario choice analysis was run to estimate type I and Type II error on
the basis of 100 PODs per scenario. For both Korea and France, type I errors were large
(0.64 and 0.59 respectively) but type Il errors low (0.02 forth both invasive populations)
suggesting strong support for the selected scenario (Table 5). Using the Bayes theorem
and according to Fagundes et al. (2007), we also computed the probability that the
selected scenario is true given the posterior probability computed with ABC (in case of
France this probability is
P(source=Zhejiang/Jiangsu|P(source=Zhejiang/Jiangsu)=0.66)). The computation of this
probability takes into account the computed posterior probability, type I and II errors

S (P(source = Zhejiang | Jiangsu)Jsource =1) o ooy

and the shape of the densities
obtained by simulations. In case of France, and because the priors of the scenarios are

the same, this probability is computed as

P(P(source = Zhejiang/Jiangsu) = 0.66/source = Zhejiang/Jiangsu
P= it Jans gsw | ylang g ). We obtained

ZP(source = Zhejiang/Jiangsu) = 0.66|source =1)

i=1

probabilities of 0.59 and 0.89 for France and Korea respectively.

Because the same scenario was selected for both invasive populations, we conducted an

additional analysis to further describe their origin. We found that France and Korea did
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not derive from each other but instead originated from 2 unsampled populations that
independently derived from Zhejiang/Jiangsu. This scenario was chosen with a large
posterior probability (P = 0.88 [0.81-0.96], minimum BF = 7.3), and low type I and type
Il errors (0.19 and 0.03). This resulted in a large probability that the selected scenario is
true given the posterior probability (0.93). The scenario in which France and Korea
independently originated from the same unsampled source that derived from sample
Zhejiang/Jiangsu was poorly supported (P = 0.1170, 95% CI=[0.0422-0.1918]), and the
2 scenarios in which the invasive populations derived from each other (France from
Korea and Korea from France) and ultimately from Zhejiang/Jiangsu were not

supported (P<0.0003, and the superior limits of 95% Cls < 0.001).
Number of founders

DIYABC was used to estimate the number of founders for the French invasive
population. Considering the results of previous analysis, the Zhejiang/Jiangsu
population was considered as the source. Two scenarios were distinguished. The first
with a bottleneck after introduction (not differentiating males and females)(scenario A)
and the second with two independent founder populations corresponding to females

and their mates (scenario B).

Both direct estimate and logistic regression methods gave the greatest support to
scenario B. Type I error (0.030) and type II errors (0.031) indicated that we achieved
sufficient power to discriminate between the competing scenarios. We then used
scenario B to estimate the demographic parameters. Posterior distributions of the
demographic parameters of primary interest are shown in Fig. 8. Effective
Zhejiang/Jiangsu population size(Ns) was estimated at 3200 (95% CI=[1 260-11 000]).
The introduction time(t1) also corresponding to the admixture time between the two
unsampled subpopulations Pf and Pm was estimated at 7.48 (95% CI=[1.45-10.3]) years.
Estimates of the effective number of diploid females individuals (Nfm) introduced in
France was 0.99 (95% CI=[0.92-1.09]) individuals. The number of their mating haploid
male (Nm) was estimated at 3.6 (95% CI =[2.00-17.26]) individuals doubling the
estimate of 1.80 diploid individuals given by the software. Finally, the effective

population size in France after the introduction (Ninv) was estimated at 938 (95%
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CI=[15.0-6 010]). However, this parameter was found to be poorly estimated according

to bias and RMSE computations (Table 5).
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Discussion

The primary objective of this study was to genetically characterize the introduction
events of Vespa velutina in Europe and Korea in order to infer the number of introduced
populations, their origin and their size. Results are more reliable for Europe, as sampling
effort was larger from this invaded territory than from Korea, though general

conclusions may apply to both invasion histories.
Number of introduction events

It is now well-established that invasive populations frequently experience a genetic
bottleneck due to transport of only a few individuals or colonies to a new location, and
consequently loose a substantial amount of genetic diversity (Puillandre et al. 2008;
Dlugosch & Parker 2008). A famous case of successful invaders is Bombus terrestris, the
European bumblebee, which shows large decreases in diversity in its introduced range.
In Tasmania, for example, this was apparently caused by the introduction of a very small
number of individuals from a single source region, perhaps as few as two bees (Schmid-
Hempel et al. 2007). The high success of some species despite such large genetic losses

is a paradox (Frankham 2005; Dlugosch & Parker 2008).

A remarkable characteristic of the invasive hornet populations in France and Korea is
their impoverished genetic diversity compared with native populations from Asia,
though genetic diversity was already low in native populations. A single mtDNA
haplotype was found in both of these invasive populations. The same pattern has also
been observed in other Vespidae species (Arevalo et al. 2004; Arca et al. unpublished
data). To overcome the limitations of low mtDNA variability, we employed microsatellite
markers, which have higher variability than mtDNA markers and a different mode of
inheritance, and increased the number of individuals sampled per population
(compared with mitochondrial analysis). Genetic diversity at microsatellite loci was also
lower in all invasive populations than in native populations in Zhejiang/Jiangsu, Yunnan
and Indonesia, with less than half the allelic richness, and lower levels of heterozygosity.
Measures of genetic diversity are known to be sensitive to sample size (Muirhead et al.
2008). In this study, the number of individuals sampled was between 2.8 and 10.4 times

higher for the French invasive population than for native populations. The lower genetic
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diversity found in this invasive population is therefore not an artifact of low sampling
effort. So we are confident about the reduced genetic diversity found in France. The
same argument cannot be extended to the Korean invasive population. The total number
of individuals sampled in this invasive area was low (only eight individuals sampled).
Sampling needs to be expanded in Korea to confirm that there has been a bottleneck and

to describe the genetic diversity of this invasive population more accurately.

Population genetic studies using microsatellite markers have also shown that native
populations possess genetic structure within small areas. In contrast, we found that the
French population had little detectable genetic structure in comparison with the native
area. Finally, a signature of a bottleneck was detected in both French and Korean

populations.

Taken together, highly reduced levels of genetic variation in introduced V. velutina
populations along with significant bottleneck test results and lack of geographically or
ecologically related population structure suggest that this hornet experienced single and
severe founder events in both Korea and France. The sampled Vietnamese population
shared the same genetic diversity pattern as invasive populations, although the sample
size in this country is similar to that for Korea (eight individuals). The low diversity
pattern may therefore be an artefact, or it could reflect a true decrease of the effective
population size in the past. Further analyses are necessary, based on a larger sample

from this country, to confirm or refute the hypothesis of population decline in Vietnam.
Geographical origin of invaders

Several studies have shown that identifying a source population precisely can be
challenging if the potential source region is large, genetically homogeneous or not
differentiated (Wares et al. 2005). In the case of our study, the source determination is
theoretically optimal because genetic differentiation between native populations was
high (Geller et al. 2010; Guillemaud et al. 2010). Another important result in the
identification of source populations is that the two haplotypes detected in each invaded
area to date were also found in two neighboring localities (37 km apart) in the two
Chinese provinces of Jiangsu and Zhejiang. Furthermore, analysis of nuclear markers

indicates that the recently established French and Korean populations are more closely
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related to the eastern Chinese population than to the other Asian populations. These
findings were confirmed by the assignment test conducted with Geneclass. The high
percentage of individuals from the invaded areas correctly assigned to the
Zhejiang/Jiangsu population and the high significance of these assignments support an

introduction from this eastern Chinese coastal area.

However, even when differentiation between populations is high, a great sampling effort
may be required to ensure that the real source population is not missed. To overcome
this problem and to consider the possibility of erroneous source determination, we
performed an approximate Bayesian computation analysis with the simulation of
unsampled source populations. We found that all invasive samples originated from the
eastern Chinese native area of V. velutina, and more specifically from populations that
were genetically close to the sample from Zhejiang and Jiangsu. The inferred eastern
China origin of the French invasive population analyzed here is consistent with factual
information about the commercial exchanges that were probably responsible for the
introduction of V. velutina into France. Such an event is also in agreement with
increased importance of Asia as a source of Hymenopteran alien species in Europe

(Rasplus et al. 2010).

We also demonstrated that the Korean and French invasive populations are
independent, i.e. neither originated from the other. Therefore, at least two independent
introductions of Vespa velutina took place from the same eastern Chinese native area
and account for the current geographic distribution. The invasion of the Yellow-legged
hornet is thus an additional example that can be added to the long list of multiple
introductions in invasion biology (e.g. Kolbe et al. 2004; Facon et al. 2003; Genton et al.

2005; Voisin et al. 2005; Kelly et al. 2006).
Estimated number of introduced individuals

Several aspects of the data suggested that V. velutina the invasion of Europe arose from
the introduction of a single founder. This hypothesis is supported by the presence of a
single mitochondrial haplotype in France. Indeed, each colony is generally founded by a
single diploid female, to whom all progeny are related, resulting in the presence of a

unique mtDNA in the colony and future queens. Results associated with nuclear
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compartment markers are, however, not compatible with the introduction of a singly-
mated female for a number of reasons. First, more than four alleles are observed at
many loci in France. Second, the difference between mitochondrial and nuclear diversity
is more pronounced than in other species that have experienced the same invasion
pattern (Mikheyev et al. 2009). Third, bimodal distribution of allele frequencies in
France suggested that the French population originated partly from a bottlenecked
population (presence of alleles at high frequency) and partly from an outbred
population (occurrence of low frequency alleles). Combined mitochondrial and nuclear
data suggest that the establishment of the present population of yellow-legged hornet in
France would have been possible by the introduction of a single queen (bottlenecked
population) fertilized by several males (outbred population). The analysis of the
colonies and the fact that eight of the nine nests analyzed are monogynous and

polyandrous corroborate this hypothesis.

Lye et al. (2011) successfully used approximate Bayesian computation to estimate
demographic parameters of the introduction history of bumblebees to New Zealand. For
this species, intentionally introduced for the pollination of the fodder crop Trifolium
pratense (Hopkins 1914), many historical data were known: the number and the
geographical origin of individuals introduced and the date of introduction. Here, we
conducted a more detailed analysis for a species accidentally introduced and for which
historical data were limited to the date of first observation. We used an ABC approach to
test the hypothesis that the invasion of France originated from the introduction of a
small number of founder females fertilized by several males. The ABC analyses
performed to elucidate the V. velutina invasive scenario confirmed that all of French
hornet samples were likely derived from a single female, and the effective number of
their haploid male mates (Pm) was estimated at 3.6 (Cl = [2.00-17.26]). This result is
consistent with the independent colony analysis. A precise estimation could not be

obtained for the invasive Korean population, due to small sample size.
Invasive success despite a small propagule size

Several studies on conservation genetics have demonstrated that reduced genetic
variation due to genetic drift following a founder effect limits the ability of a population

to adapt, and small population size increases the risk of extinction (Frankham & Ralls
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1998; Sakai et al 2001; Allendorf & Lundquist 2003). Particularly, in isolated
haplodiploid populations, where sex is often determined by a single locus, increased
homozygosity due to inbreeding increases the production of non viable or effectively
sterile diploid males, which reduces population growth rates and effective sizes — thus
potentially creating a rapid extinction vortex (Zayed et al. 2007; Dlugosch & Parker
2008). For example, despite the relatively large founder population, substantial
numbers of diploid males can be seen in US fire ant populations (Mikheyev et al. 2009).
Nevertheless, the literature on intentional insect introductions for biological control
provides several examples of successful establishment from a few (< 10) individuals
(Simberloff 1989; Grevstad 1999; Zayed et al. 2007). Unfortunately, a key piece of
information is missing, which is the rate of unsuccessful accidental introductions.
Species that were accidentally introduced and then died out or that are in decline are
generally not studied and consequently no link with genetic diversity can be drawn. A
noticeable exception concerns the few species in which spontaneous collapse has been
repeatedly observed but was not correlated with genetic diversity (Simberloff &

Gibbons 2004; Cooling et al. 2011).

The invasion of the Yellow-legged hornet in France represents an exemplary case of
invasive success from a very small propagule size. Paradoxically, V. velutina appears to
be able to establish itself even after a severe genetic bottleneck resulting from the
introduction of a single female (although multi mated). Furthermore, the species
succeeded in two independent cases: introductions in Europe and in Korea. Several
species of ants and wasps have become highly invasive in their introduced range, but
they generally have not experienced reductions in propagule pressure on the same scale
as V. velutina (Giraud et al. 2002; Tsutsui & Suarez 2003; Johnson & Starks 2004; Ross &
Shoemaker 2008). A rare example is the case of the leaf-cutting ant Acromyrmex
octospinosus Reich, 1793, for which there is evidence that only a single female or a small
group of sisters was introduced to the islands of Guadeloupe. The unusual, largely clonal,
reproductive strategy of A. octospinosus may have enhanced its success as an invasive

species (Mikheyev 2008; Mikheyev et al. 2009).

Admittedly, many biological and environmental factors might have contributed to

invasiveness of V. velutina in France and counterbalanced the negative effect of
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bottleneck: the suitable climatic conditions, the abundance of honeybees, and the low
level of interspecific competition that the species met in Europe may have permitted the
rapid population growth observed in France (Villemant et al. 2011). Additionally, our
results also highlight the possible contribution that reproductive system traits of this

species may have made to the success of the invasion.

In this paper we demonstrated that V. velutina is a polyandrous species. According to a
recent data compilation (Hughes et al. 2008), V. velutina is the only Vespa species to date
to present moderate polyandry (2-10 effective mates) whereas V. crabro and V.
mandarina Smith, 1852, exhibit facultative low polyandry and V. ducalis Smith, 1852, is
monoandrous. Available data highlight the fact that V. velutina queens exhibit one of the
highest mean effective mating frequencies among the Vespidae. Like all other Vespa
species for which data are available, V. velutina is monogynous, in agreement with the
often observed negative relationship between polyandry and polygyny (Hughes et al
2008; Leniaud et al. 2011). Despite the cost of multiple mating, polyandry could be
beneficial to colonies, not only because monogynous queens need sperm from several
males in order to produce enough workers, but also because it may offer several other
genetic advantages that may have determined the success of invasion (Crozier &
Fjerdingstad 2001). Notably, multiple mating implies an increased genetic variation
among offspring (Yasui 1998) that can improve the resistance of the whole colony to
parasites or pathogens (Hamilton 1987; Sherman et al. 1988; Schmid-Hempel & Crozier
1999) and increase colony survival under variable environmental conditions (Crozier &
Page 1985), which may be of importance for adaptation to a new environment in an
invaded area. Genetic reduction observed in a population developed from a single
female is far less severe when this female is multi-mated than when it is only singly
mated. As a result, polyandry may also decrease diploid male load by decreasing the
production of diploid males resulting from the sex determination mechanism (Page

1980; Crozier & Page 1985; Jennions & Petrie 2000).

Another reason for Vespa velutina invasive success could be, ironically, the haplodiploid
sex determination system of the Hymenoptera, which could make haplodiploids more
resistant to inbreeding. In other words, inbreeding is expected to have a less severe

impact on fitness in haplodiploid species due to the purging of recessive deleterious
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alleles during the haploid (male) stage (Crozier 1985, Werren 1993; Gerloff & Schmid-
Hempel, 2005).

Conclusion

The results of this study, based on a large sample size and data from a number of highly
informative genetic markers provide the first robust reconstruction of the V. velutina
invasion in Europe. The congruence between the results based on the different classes of
markers and different analytical approaches adds weight to the credibility of our

estimates.

Clearly this species has proven its high invasive potential: our genetic study has shown
that a single queen introduction can initiate a full-scale invasion. This discovery
represents a challenge to management practices intended to control such introductions
or to remove them from non-native environments. The rapid detection at the port of
entry seems to be the best way to prevent a large scale infestation, although just one or a

handful of escaped founders can render management actions ineffective.

It is possible that other invasive species share these characteristics and can become
invaders despite a very small number of individuals introduced. It is therefore a priority
to distinguish these species so that special caution may be applied to their management,

as traditional practices may not be sufficient for their control.
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Figures and tables

Figure 8: Map of the six regions sampled for the yellow-legged hornet Vespa velutina. Each point in the map represents a sampled locality. In grey we show the known distribution range of
V. velutina. The pie chart displays haplotype frequency for the mitochondrial COI marker in each sampled region and is proportional to the sample effort. The haplotype names correspond

to the ones described in the maximum parsimony tree (figure 3) and are indicated in the pie chart associated with a color code. + number of samples used for mitochondrial analysis;

jnumber of samples for microsatellite analysis.
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Figure 9: Graphic representation of 3 of the fifteen competing invasion scenarios considered in the ABC analysis. a) Sampled origin
scenario (SOS): one of four possible SOS scenario where a subset (Pf(1)), issued from one of the sampled populations (P1), was
chosen as source population for the invasive population (Pinv). b) Unsampled origin scenario (UOS) where the source of the
introduced populations (Pinv) was an unsampled population (Pg) genetically distant from the 4 sampled native populations. c)
Admixture origin scenario (AOS): one of ten hybrid scenarios in which introduced hornets population (Pinv) derived by admixture
from a subset (Pf(1) and Pf(2)) of P1 and P2 source populations respectively. Circles are used to represent all populations
considered in the analysis. Dashed circle indicates that the population was not sampled. Colors indicate effective population sizes.
Historical and demographic parameters were the same for all scenario. Time 0 is the sampling date. The invasive population Pinv
was founded ti generations ago and Nb was the effective number of founders. After db generations (bottleneck duration), Pinv
reached a larger stable effective population size, Ninv, tb generations ago. The native populations, P1, P2, P3, P4 and Pg, merged in
an ancestral unsampled population t1, t2, t3, t4 and tg generations ago respectively. Effective population sizes of these native
populations were stable over time and equal to N1, N2, N3, N4 and Ng respectively. When admixture occurs, the admixture rate ra is

the genetic contribution of each native population. Time is expressed in number of generations and is not represented to scale.
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b) Unsampled origin scenario (UOS)
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Figure 10 : Maximum Parsimony (MP) consensus tree inferred with MEGA 4 from COI haplotype obtained from Vespa velutina. Bootstrap sampling was applied (1000 heuristic search

replicates) and the values are shown at the nodes. Vespa bicolor was used as outgroup.
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Table 2 Summary information for the twenty-two microsatellite loci and for the six populations. Invasive populations are in
bold type. Locus-population combinations that were out of Hardy-Weinberg equilibrium after Bonferroni correction

(p<0.002) are in bold with asterisks.

France Korea Zhejiang/Jiangsu Yunnan Vietnam Indonesia
Locus N HE N HE N HE N HE N HE N HE

LIST2003 6 0.650* - - — — 7 0.820% 5 0.688 4 0.648
VMA-8 6 0.532* - - 2 0.375 9 0.866* 7 0727 8 0.847
VMA-6 3 0.540 - - - - 30499 2 0305 3 0403
LIST2018B 5 0.623* - - - - 5  0.643 3 0.625 5 0.750
LIST2004B 5 0.500 3 0.531 5 0.778 7 0.789* 2 0375 5 0612
LIST2015 8 0.688* 3 0561 11 0.843 8 0.786 3 0.398 8 0.798+
LIST2020B 6 0.563* 2 0444 6 0.780 9 0.796 4 0.484 10 0.855%
R4-26 5 0.576* 4 0.578 6 0.707 7 0.776 3 0461 3 0.486*
D2-185 3 0.49 5 0.735 7 0.705 7 0.819* 4 0.555 5 0.709*
R4-100 5 0.657* 4 0.742 12 0.877 9 0.805* 3 0.602 4 0464
R4-114 5 0.663* 4 0.609 9 0.795 6 0.759 4 0.68 4 0.663*
D3-15 5 0.692* 4 0.484 10 0.798 6 0.790 30477 3 0156
R1-36 3 0.425 3 0.617 6 0.76 9 0.834 4 0.609 8 0.762
R1-75 3 0.628 3 0.571 4 0.569 3 0616 30320 4 0.661
R1-77 2 0.115% 3 057 6 0.793 6 0.710* 2 0492 6 0.705*
R1-80 2 0.450 4 0.742 14 0.859 11 0.871* 6 0.813 7 0.659*
R4-33 2 0.489 3 0.500 9 0.829 8 0.776* 4 0.734 5 0771
R1-137 3 0.641 4 0.735 11 0.856 11 0.873* 7  0.836 6 0.732*
RI1-169 2 0.368 2 0492 7 0.666 7 0.831 2 0219 3 0516
D2-142 1 Monomorphic 5 075 10 0.857 8 0.789* 3 0.406* 11 0.880
R3-115 4 0.652 0 0 9 0.858 8 0.856* 2 0459 8 0.826
R1-158 4 0.665 4 0.602 8 0.832 6 0.736 2 0219 3 0.522

93



Caractérisation génétique et étude comportementale d’'une espece envahissante en France:
Vespa velutina Lepeletier (Hymenoptera, Vespidae)

Figure 11 : Average number of alleles per locus, effective number of alleles and Nei's diversity index across twenty-two
microsatellite loci and the invasive and native populations of Vespa velutina. All pairwise comparisons between the six
populations for these 3 indices were performed. Significant differences between populations are summarized on the graph.

Statistically significant values are indicated with an asterisk (***. p <0.001. **. p < 0.01. *. p < 0.05).
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Figure 12 : Histograms of allele frequencies over all microsatellite loci for each of invasive (FRA, KOR) and native (IND, VIE,
YUN, ZHE/JIA) populations studied. Bottlenecks are expected to shift the mode from low to high frequencies (i.e. from left to
right).
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Table 3 Pairwise genetic differentiation for two introduced and four native populations of Vespa velutina. Fs: are indicated below the diagonal. Statistically significant values are indicated with
an asterisk. The mean log assignment likelihood (-LogL) of individual from two invasive populations (France and Korea) to the four native populations are indicated above the diagonal

(calculated by GeneClass 2.0. Piry et al. 2004). Invasive populations are in bold type.

FRA KOR ZHE/JIA  YUN VIE IND
FRA 0 - 0.7368 0.0112 0.0000 0.0005
KOR 0.3298* 0 0.5702 0.0027 0.0000 0.0000

ZHE 0.2087* 0.0887* 0 - - -
YUN 0.2274* 0.1620%* 0.0784* 0 - -
VIE 0.3649* 0.3233* 0.2121%* 0.1937* 0

IND 0.3244* 0.2385%* 0.1534* 0.1481%* 0.3053* 0
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Figure 13 : Neighbor-joining tree of individuals based on microsatellite data. Each tip represents a single individual. F, Z, K,
I, Y and V stand for France, Zhejiang/Jiangsu, Korea, Indonesia, Yunnan and Vietnam respectively and indicate the
populations of origin. Individuals that do not group with individuals of the same origin are marked with an asterisk (*). The

tree was constructed using the program Populations 1.2.28. The distance matrix was computed using shared allele
distances (DAS; Jin & Chakraborty 1993).
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Figure 14 : Clustering pattern diagram based on the highest percentage of population membership to each cluster inferred using Structure. Acronym for each cluster indicate sampling sites
(FRA= France; KOR= Korea; ZHE= eastern Chinese province of Zhejiang; JIA= eastern Chinese province of Jiangsu YUN= Yunnan; VIE = Vietnam; IND = Indonesia; CHU = Chuxiong prefecture in

Yunnan; HON= Honge prefecture in Yunnan; KUN = Kunming prefecture in Yunnan; DAL = Dali prefecture in Yunnan).
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Table 4 Number of queens and mates per colony in the French population inferred from the worker offspring data using MateSoft 1.0.

Colony N N° locus Nq Nm
V0809 50 10 1 1
V0813 61 8 1 4
V0825b 68 11 1 3
V0830 41 12 1 8
V0907 63 12 1 3
V0912 13 8 1 5
V0921 45 8 1 4
V0926 83 12 1 12
V0927 36 12 1 5

N Number of analysed samples per colony ; N° locus Number of analysed locus per individual; Nq. number of queen per colony; Nm number of

mates per nest.
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Figure 15 : Posterior distribution of important demographic parameters.
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Table 5 Posterior probabilities of the competing scenarios of invasion and components of the type II error of the selected scenario in the first ABC analysis. The compared scenarios are
detailed in Fig. 2. Type II error components correspond to the proportions of cases in which the selected scenario is chosen when it is not the true one. The probabilities and confidence

interval (CI) shown in bold are those of the selected scenario.

France Korea
Scenario considered Source Posterior probability Type II error Posterior probability Type II error

Scenario 1 P1 = Zhejiang/Jiangsu 0.6624 [0.5682, 0.7565] NA 0.8954 [0.8518, 0.9390] NA
Scenario 2 P2 = Yunnan 0.0022 [0.0007, 0.0037] 0 0.0001 [0.0000, 0.0002] 0
Scenario 3 P3 = Vietnam 0.0025 [0.0000, 0.0057] 0 0.0000 [0.0000, 0.0000] 0
Scenario 4 P4 = Indonesia 0.0000 [0.0000, 0.0000] 0 0.0000 [0.0000, 0.0000] 0
Scenario 5 P5 = Unsampled 0.0118 [0.0050, 0.0187] 0.01 0.0011 [0.0003, 0.0020] 0
Scenario 6 P1+P2 0.0799 [0.0432, 0.1166] 0.03 0.0588 [0.0270, 0.0906] 0.06
Scenario 7 P1+P3 0.0967 [0.0427, 0.1506] 0.05 0.0068 [0.0019, 0.0117] 0.05
Scenario 8 P1+P4 0.0030 [0.0009, 0.0051] 0.05 0.0186 [0.0064, 0.0309] 0.05
Scenario 9 P1+Pg 0.123310.0734, 0.1733] 0.11 0.0188[0.0091, 0.0285] 0.11
Scenario 10 P2+P3 0.0017 [0.0003, 0.0031] 0.01 0.0000 [0.0000, 0.0000] 0
Scenario 11 P2+P4 0.0000 [0.0000, 0.0001] 0 0.0000 [0.0000, 0.0000] 0
Scenario 12 P2+Pg 0.0055 [0.0023 0.0087] 0 0.0002 [0.0001, 0.0004] 0.01
Scenario 13 P3+P4 0.0000 [0.0000, 0.0001] 0 0.0000 [0.0000, 0.0000] 0.02
Scenario 14 P3+Pg 0.0106 [0.0028, 0.0184] 0.01 0.0000 [0.0000, 0.0000] 0
Scenario 15 P4+Pg 0.0003 [0.0000, 0.0006] 0.01 0.0001 [0.0000, 0.0002] 0

Mean - 0.02 0.02
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Table 6 Confidence in parameter estimation using Scenario 2 in the ABC analysis devoted to infer the number of introduced

individuals in France.

Parameter Bias RMSE 50% cov 95% cov Fact 2
Ns 0.268 0.982 0.482 0.938 0.880

t] 0.304 1.029 0.532 0.954 0.848
Ninv 2.986 16.472 0.506 0.944 0.730
Nm 0.020 0.329 0.550 0.974 0.988
Nf 0.085 0.388 0.478 0.944 0.984

Ns: Zhejiang/Jiangsu effective population size. ¢/: time of introduction to France. Ninv: French effective population size. Nm: effective
number of haploid males that mated with introduced founders. Nf: effective number of introduced founders. Bias: mean relative bias.

RMSE: relative mean square error. cov: coverage. Fact 2: factor 2. Strongly biased and/or imprecise estimates are highlighted in bold
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Supplementary table S1 Primer sequences for twenty-two polymorphic microsatellite DNA marker genotyped in this study.

Locus name. primer sequence. repeat motif. sample size (n). annealing temperatures (Ta). fragment size range. and number

of alleles (Nall) are given for each locus.

T, Ne° Size
Locus Primer sequence (5'-3") Repeat motif n  (°C) cyles (bp) Nall

LIST2003 F: GTGTCTGCTAACTCGTGGAGA Daly et al..2002 (CT)io 119 50 45 153-193 12
R: CGTTCATTCATTCTCTTTT Daly et al..2002

VMA-8 F: TAGACACGTACACCACTAG Hasegawa &Takahashi. 2002 (CT), 113 54 45 230-271 16
CTGGCCAGGATATTCCAGT Hasegawa &Takahashi. 2002

VMA-6 F: ACAGTTTCTTGATTCGTCG Hasegawa & Takahashi. 2002 (CT)y6 115 54 45 238-242 3
R: GATGCTATCGTCGGCATTT Hasegawa & Takahashi. 2002

LIST2018B F: GCTAGAGCTTTTTGAGGATTT Daly et al..2002 (GT)o 108 54 45 113-161 13
R: GAGTGAGATAAAGAGGAAGTGA Daly et al..2002

LIST2004B F: AGAAAGGAAGCGGAAGAG Daly et al..2002 (CTT)13 129 50 45 120-152 10
R: TTGTTCGAGTTTACGACGA Daly et al..2002

LIST2015 F: AACGATGCTGGGTATGG Daly et al..2002 (é(”i“;;)(%':f)z 168 50 45 167-198 13
R: GAACGTATCTTCGTGTATCATT Daly et al..2002

(CT)s(N)so(

LiIST20208  F: TTICTTCTCTACCCACGAC Daly et al..2002 CA)y 149 54 45 183-217 12
R: AGGGAGGCAAAAGGAG Daly et al..2002

R4-26 F: CCAGGACGATCAGTATCAAGG Arcaetal.. 2011 (CT)x 158 50 45 229272 11
R: TCGAAAGACAATAAAAAGAAACGA Arca et al.. 2011

D2-185 F: CCGATTAAAACCGCGATGTA Arcaetal.. 2011 (CT)s 166 50 45 208228 9
R: GCGGACGACAACTTTCATTA Arcaet al.. 2011

R4-100 F: TCGGTAATTCAGATTATTAAGTGAAAG Arcaetal.. 2011 (AC)19(CT)s 166 50 45 154-194 17
R: CTCACGCATGATCCCTATCG Arcaetal. 2011

R4-114 F: GACGGCACGTCGTGTTAAAT Arcaetal.. 2011 (TC)s 168 50 45 122-152 11
R: GCGAATAAAGTTCTTCCTTCCA Arca et al.. 2011

D3-15 F: CGAAGGATTTTCCTCGGACT Arcaet al.. 2011 (TC)s 161 50 45 157-180 10
R: TGCGTCGAAACAAATAGGTG Arca et al.. 2011

R1-36 F: GGATTATACACCTTCGACCATTTT Arcaet al.. 2011 (CT)a 170 50 30 99-119 11
R: TCGCGAAGGGTAAAAGCAAT Arca et al.. 2011

RI-75 F: TCGATTCGTCGAAATTCACA Arcaetal.. 2011 (AC)14 169 50 30 142-154 5
R: TATCGGAAGGGTGAAACGAA Arca et al.. 2011

(CT)5(CTT)

R1-77 F: ACGTTCTAAGAGCCGTGCAT Arcaetal.. 2011 5 169 50 30 241255 8
R: AATTGGACAAATCCGCTCTG Arca et al.. 2011

R1-80 F: CATCATCGGCACATACAAAAA Arcaetal.. 2011 (GT)1o 169 50 40 100-174 25
R: TGGAATGAAAATTAACGAGTTT Arca et al.. 2011

R4-33 F: TTGTCTCTTCGGGGAACAAT Arcaetal.. 2011 (GA)» 152 50 30 199-225 14
R: TGTTGCGTGAAAGAGAGAGTG Arca et al.. 2011

R1-137 F: GCACCAAGGAACGAGGTATG Arcaetal.. 2011 (GA)»; 165 50 30 168202 16
R: TCGTCGAGATATTGTAGGGAAAA Arca et al.. 2011

R1-169 F: GACGGTCGGCTGTTAGGATA Arcaet al.. 2011 (CT)x 162 50 30 148-165 8
R: CGAGCGCCTTCTTTAGTGAG Arcaetal. 2011

D2-142 F: AATGATTTCCAACTCAAGCGTTA Arca et al.. 2011 (CT)u 164 50 40 147-182 16
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R3-115

R1-158

R: GGTACATTCGAGATAAAATGGACTA
F: TGATTAGATCTTCGACGTTCACC

R: TTTGTGTTTGCCCGTAGTCA

F: GCTCCTAGACGAGGACAACC

R: ATCGTGTTCGCCTGAAGAAT

Arca et al..
Arca et al..
Arca et al..

Arca et al..

Arca et al..

2011
2011
2011
2011

2011

(Ce

(CA)(CG)s

144

161

50

50

40

140-184

153-174

15

9
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Supplementary table S2 Matrix of pairwise Fs between the 6 clusters inferred from the Structure analysis in the French

invasive population. Statistically significant values are in bold type.

1 2 3 4 5 6
1 *
2 0.078 *
3 0.106 0.017 *
4 0.094 0.020 0.027 *
5 0.060 0.012 0.011 0.011 *

6 0.092 0.042 0.019 -0.007 0.007 *
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VI.5. STRUCTURE GENETIQUE DES NIDS
Les petites populations isolées, ou les populations passant par de forts goulots

d’étranglement, comme dans le cas de la population francaise de V. velutina, sont
souvent menacées par la consanguinité. Pour les individus de ces populations la
probabilité de s’accoupler avec un partenaire apparenté est plus forte que dans les
grandes populations. Les accouplements consanguins sont donc potentiellement
fréquents et peuvent provoquer une augmentation du nombre d’'individus homozygotes
au sein de la population et induire une perte de la diversité allélique (Keller & Waller
2002). Cette augmentation de la proportion d’homozygotes détermine le phénomeéne dit
de « dépression de consanguinité » selon lequel I'expression d’alleles récessifs déléteres

réduit le potentiel d’adaptation des individus (Frankham 2005).

Afin d’évaluer les capacités de reproduction du frelon en France en liaison avec la baisse
de diversité génétique due a I'’événement d’introduction et d’estimer la diversité que
peut «porter» une femelle fécondée nous avons entrepris de caractériser
génétiquement des colonies. Plus spécifiquement, I'objectif de cette étude était d’estimer
le nombre de femelles reproductrices (reines) et le nombre de males fécondants par

colonie.

Chez les hyménopteres, les individus males sont haploides et consécutivement leurs
génotypes donnent donc directement acces au génotype des meres. Les génotypes
diploides des descendants femelles permettent de connaitre a la fois le génotype de
meres et celui des peres. Pour chaque nid étudié, des individus femelles ainsi que des

individus males ont donc été génotypés.

Douze colonies collectées en France a différentes périodes ont été analysées en
privilégiant les nids de grande taille. La collecte et la dissection des nids ont été réalisées
par I'équipe du MNHN, dans le cadre d’'une étude visant a mieux connaitre I'évolution
des nids et a estimer le nombre total d’individus et le nombre de futures fondatrices

produits par une colonie.

Notre étude a été préférentiellement menée a partir de nymphes afin d’assurer que les
individus analysés étaient bien les descendants de la colonie étudiée (la dérive, a savoir
la migration d’ouvriéres d’un nid a l'autre, est en effet un phénomeéne fréquent chez les

hyménopteres sociaux) (Sumner et al. 2007).
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Pour le génotypage des nymphes, 8 (List2003; D3-15, R3-115, R4-114; D2-185; R4-100;
R1-158; R1-137) des 22 locus microsatellites utilisées pour I'étude populationnelle, ont
été utilisés dans un premier temps, en privilégiant les locus les plus variables.
Cependant, certains marqueurs étant homozygotes et peu informatifs dans certains nids,
le nombre de loci analysé a été augmenté jusqu’a 12 (R1-36; R1-75; R1-77 ; R1-80). Le
Tableau 7 résume le nombre de marqueurs utilisés par nid, le nombre d’individus

étudiés ainsi que les nombre de lignées paternelles identifiées.

NID2  Gironde 7 36 43 8 7 2 0 36

NID3  Gironde 33 11 44 8 8 6 8 3

V08-09 Gironde 25 26 51 10 7 1 0 26 septembre 1192
V08-13 ? 49 12 61 8 7 4 10 2

V08-25b Dordogne 42 26 68 11 5 3 25 1 octobre 1567
V08-30 Périgueux 42 0 42 12 10 8 - - juin 957
V08-43 Dordogne 96 16 112 12 10 5 14 2 novembre 6986
V09-26 |Ile de France 44 40 84 11 11 9 5 35 septembre 1485
V09-07 Aquitaine 40 20 63 12 9 3 20 O octobre 5300
V09-12 Dordogne 13 - 13 8 8 5 - - octobre 1910
V09-21 Dordogne 45 0 45 8 6 4 - - aolt 1027
V09-27 Midi-Pyrénées 19 17 36 12 8 5 0 17 décembre 4525

Tableau 7 Bilan de I'analyse des colonies de V. velutina en France. Les marqueurs informatifs correspondent aux
marqueurs variables dans la colonie analysée. Le génotypage des males a permis de montrer I'existence de males diploides
(2n) et haploides (n) dans la descendance. L’effectif estimé correspond au nombre d’individus produits dans le nid. Il est
obtenu en estimant le nombre de cellules ainsi que le nombre de méconium moyen laissé dans chaque cellule (le nombre

de méconium indique combien de larves ont été élevées dans la cellule).
Les génotypes de la fondatrice et des males fécondants ont été déduits a partir des
génotypes d’ouvrieres en utilisant le logiciel MateSoft 1.0 (Moilanen et al. 2004). Pour
une bonne estimation du génotype des reines et du nombre de lignées paternelles un
échantillonnage suffisant de la descendance est nécessaire (entre 36 et 98 individus
diploides ont pu étre analysés). Lorsque plusieurs génotypes alternatifs de reine étaient
possibles, les génotypes des males haploides permettaient de sélectionner le génotype le
plus vraisemblable. Dans certains cas cependant, du fait d'un nombre insuffisant de
descendants haploides, il n’a pas été possible de trancher entre les génotypes alternatifs.
Dans ce cas, le principe de la parcimonie a été appliqué, a savoir que le génotype

maternel impliquant le plus petit nombre de males fécondants a été choisi.

Les analyses ont montré que pour chaque nid analysé une seule reine assure la

descendance. L’étude de ces douze colonies montre que les ouvriéres sont issues de
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plusieurs lignées paternelles différentes (polyandrie). Le nombre moyen de males
fécondants par reine est de 4.6+2.3. Il apparait clairement que le nombre de lignées
détectées augmente avec la taille de I'échantillonnage et le nombre de marqueurs
informatifs. En effet, les différents péres ont des contributions inégales et certains ne
peuvent étre détectés qu'avec un effort supplémentaire de génotypage. Cependant, il
existe aussi une variabilité inter-nids du nombre de males fécondants puisque par
exemple les tailles d’échantillons et nombres de marqueurs analysés sont comparables
entre les nids V08-09 et V08-13 alors que les nombres de lignées paternelles sont
respectivement 1 et 4. La polyandrie est donc le cas le plus fréquent parmi les nids
étudiés et le nombre de males fécondants peut étre élevé : jusqu’'a 9 males fécondants
pour la colonie V09-26. Chaque femelle fécondée peut donc amener en terme de
diversité allélique jusqu’a I’équivalent d’'un génome diploide et d’une dizaine de
génomes haploides soit I'équivalent de 6 individus diploides. Ces informations ont été
prises en compte pour estimer séparément 'effectif des femelles introduites et des
males introduits (sous forme de réserve de sperme) lors de l'invasion francaise (Voir

ARTICLE II).

Ce résultat est assez inattendu étant donné que la polyandrie est une stratégie de
reproduction rare chez les Vespidae. En effet, V. velutina est monogyne comme la plus
part des Vespidae. En revanche, son niveau de polyandrie, mesuré en fonction du
nombre moyen de males fécondant une reine, est plus élevé que le niveau observé pour
les autres especes du genre Vespa étudiées et pour la majorité des Vespidae (Hughes et
al. 2008). Par exemple, V. crabro et V. mandarinia montrent un niveau de polyandrie
faible (nombre moyen de males fécondants la reine: 1.12 et 1.03 respectivement) et
sont considérés comme des especes polyandre facultatives. V. ducalis, au contraire, est

une espeéce strictement monoandre (Tableau 8).
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Vespidae Parischnogaster alternata 0.02 102 0 [Bolton et al. 2006] non 1 [Bolton et al. 2006]

Vespidae  Parischnogaster mellyi 0 1 0 [Fanelli et al. 2005] non 1 [Fanelli et al. 2005]

Vespidae  Liostenogaster flavolineata 0 1 0 [Sumner et al. 2002] non 1 [Sumner et al. 2002]

Vespidae  Eustenogaster fraterna 0 1 0 [Landi et al. 2003] non 1 [Landi et al. 2003]

Vespidae Polistes annularis 0.05 1.05 0 [Peters et al. 1995] oui ? [Reeve et al. 1991]

Vespidae Polistes bellicosus 0 1 0 [Strassmann 2001] oui 1.6 [Wenseleers & Ratnieks 2006, Hammond & Keller 2004]
Vespidae  Polistes bighimis 0 1 0 [Wenseleers & Ramicks 2006, Arevalo et al. 1998] non 1 [Wenseleers & Ratnieks 2006, Arevalo et al. 1998]
Vespidae  Polistes chinensis 0 1 0 [Wenseleers & Ratnieks 2006, Saigo & Tsuchida 2004] non 1 [Wenseleers & Ramicks 2006, Saigo & Tsuchida 2004]
Vespidae Polistes dorsalis 0 1 0 [revalo et al. 1998] non 1 [Wenseleers & Ratnieks 2006, Arevalo et al. 1998]
Vespidae  Polistes fuscatus ? ? 0 [Metcalf 1980] oui 1.86 [Metcalf 1980]

Vespidae  Polistes gallicus 0 1 0 [Strassmann et al. 2003] non 1 [Strassmann et al. 2003]

Vespidac  Polistes Jjadwigae 0 1 0 [Tsuchida 1994] non 1 [Ito 1993]

Vespidae Polistes metricus 0.18 ? 1 [Metcalf & Whitt 1977] oui 1.03 [Metcalf 1980]

Vespidae  Polistes snelleni 0 1 0 [Sayama & Takahashi 2005] non 1 [ito 1993]

Vespidae  Polistes versicolor 0 1 0 [Page 1986] oui 7 [lto 1993]

Vespidae  Parachartegus  colobopterus 0 1 0 [Goodnight et al. 1996] oui 46 [Wenseleers & Ratnicks 2006, Goodnight et al. 1996]
Vespidae Polybioides tabidus 0 1 0 [Henshaw et al. 2000] oui 34 [Henshaw et al. 2000]

Vespidae  Ropalidia marginata ? ? 0 [Crozier & Pamilo 1996] non 1 [Crozier & Pamilo 1996]

Vespidae  Ropalidia revolutionalis ~ 0.01 1 0 [Henshaw &. Crozier 2004] non 1 [Henshaw &. Crozier 2004]

Vespidae  Parapolybia  indica 0.14 1 [Katada et al. 2007] non 1 [Katada et al. 2007]

Vespidae  Brachygastra  mellifica 0 1 0 [Hastings et al. 1998] oui 398 [Hastings et al. 1998]

Vespidae Vespa crabro 020 1.12 1 [Foster et al. 2000-Foster et al. 1999] non 1 [Foster et al. 2000-Foster et al. 1999]
Vespidae  Vespa ducalis 0 1 0 [Takahashi et al. 2002] non 1 [Takahashi et al. 2002]

Vespidae  Vespa mandarinia 0.1  1.03 1 [Takahashi et al. 2004] non 1 [Takahashi et al. 2004]

Vespidae  Provespa anomola 0 1 0 [Foster & Ramieks 2001] non 1 [Matsuura 1991]

Vespidae Dolichovespula arenaria 0.29 12 1 [Foster & Ratnieks 2001] non 1 [Wenseleers & Ratnieks 2006, Foster & Ratnieks 2001]
Vespidae  Dolichovespula maculata 0 1 0 [Foster et al. 2001] non 1 [Foster et al. 2001]

Vespidae  Dolichovespula media 018 1.08 1 [Foster et al. 2001] non 1 [Foster et al. 2001]

Vespidae Dolichovespula norwegica 027 1.08 1 [Foster et al. 2001] non 1 [Foster et al. 2001]

Vespidae  Dolichovespula saxonica 06 135 1 [Foster et al. 2001] non 1 [Foster et al. 2001]

Vespidae Dolichovespula sylvestris 036 1.15 1 [Foster & Ratnieks 2001] non 1 [Foster et al. 2001]

Vespidae Vespula atropilosa ? ? 1 [19, MacDonald et al. 1974] non 1 [Crozier & Pamilo 1996]

Vespidae Vespula germanica 0.86 235 2 [Goodisman et al. 2002] non 1 [Goodisman et al. 2002]

Vespidae  Vespula maculifrons 09 543 2 [Ross 1985, Ross 1986] non 1 [Ross 1985, Ross 1986]

Vespidae  Vespula ufa 067 15 1 [Wenseleers et al. 2005] non 1 [Wenseleers et al. 2005]

Vespidac  Vespula squamosa T 213 2 [Ross 1986] oui 1 [Ross 1986]

Vespidae Vespula vulgaris 0.94 1.9 2 [Foster & Ratnieks 2001] non 1 [Foster & Ratnieks 2001]

Tableau 8. Polygynie et polyandrie pour les Vespidae eusociaux.

1 Proportion de reines fécondées plus d'une fois ; >nombre moyennes de males fécondants la (les) reine(s) ; 3 Niveau de la
polyandrie observé pour I'espéce. 0 = monoandrie, 1 = faible polyandrie facultative (moins de 2 males fécondants), 2 =

polyandrie modéré (2-10 males fécondants), 3 = extréme polyandrie (> 10 males fécondants). D’apres Hughes et al. 2008

La polyandrie peut avoir joué un role fondamental dans le succes invasif de I'espece. En
effet plusieurs auteurs ont avancé des hypothéses mettant en avant les bénéfices que la
colonie pourrait retirer de la polyandrie (Arnqvist & Nilsson 2000 ; Jennions & Petrie
2000). D’une part, la présence de différentes lignées paternelles au sein des colonies se
traduit par une plus grande diversité génétique qui pourrait impliquer une plus grande
résistance aux pathogenes ou aux parasites (Hamilton 1987 ; Sherman et al. 1988) et
une plus grande flexibilité comportementale (Crozier & Page 1985). D’autre part,
plusieurs accouplements permettraient de fonder des colonies plus grandes car les
reines pourraient accumuler suffisamment de sperme pour assurer une descendance

nombreuse (Cole 1983). Enfin, I'établissement d’'une compétition post-copulatoire entre
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différentes lignées spermatiques en termes de capacité a féconder les ovules permettrait
d’optimiser la qualité des genes paternels dans la descendance (Starr 1984). D’autres
hypotheses suggerent également que la polyandrie permettrait de réduire le conflit
entre reines et ouvrieres pour la production des males (Moritz 1985) et les effets
néfastes du fardeau de males diploides (Page 1986) qui peut affecter les petites

populations.

En effet, une forte fréquence de males diploides a pu étre mise en évidence grace a au
génotypage des individus des colonies de la lignée envahissante (les colonnes males n et
2n du tableau 7 indiquent respectivement le nombre de males haploides et diploides

observés dans chaque nid).

Des males diploides ont été observés dans d’autres especes d’hyménopteres et sont la
plupart du temps liés a un déterminisme du sexe basé sur un unique gene (sl-CSD : pour
single-locus Complementary Sex Determination) (Cook & Crozier, 1995). En effet, pour
plus d’'une soixantaine d’especes d’hyménopteres, le déterminisme du sexe dépend de la
composition allélique a un seul locus, le sl-CSD (Heimpel & de Boer, 2008). Avec ce
systéeme, les ceufs non fécondés se développent en males haploides, qui sont
hémizygotes au locus CSD. Au contraire, les ceufs fécondés donnent des femelles
diploides s’ils sont hétérozygotes au locus CSD et des males diploides s’ils sont

homozygotes pour ce locus (Figure 16).
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Figure 16. Systéme de déterminisme du sexe sl-CSD (single-locus Complementary Sex Determination).
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Les males diploides étant toujours homozygotes au locus CSD, leur apparition est
favorisée par la consanguinité (Cook & Crozier, 1995). Ces males sont stériles dans de
nombreuses espéeces. Dans d’autres cas, ils produisent des gameétes diploides conduisant
a la formation de femelles triploides stériles (Krieger et al. 1999). Les males diploides
constituent donc généralement un fardeau pour la population en raison du cofit
énergétique que leur élevage occasionne. IlIs peuvent conduire les populations dans un
vortex d’extinction : baisse d’effectif — baisse d’hétérozygotie — augmentation de la
proportion de males diploides — baisse du taux d’accroissement — baisse d’effectif

(Zayed & Packer 2005).

La présence de ces males diploides a une fréquence élevée dans les populations
francaises pourrait donc résulter de la baisse de diversité liée a I'introduction d’un petit
nombre d’individus. Les résultats présentés ici a ce sujet sont encore tres préliminaires.
Cependant, les effectifs estimés des colonies (derniére colonne du tableau 7) ne
renforcent pas I'idée qu'une forte fréquence de males diploides freinerait I'expansion
des colonies. En effet, les colonies présentant une forte fréquence de males diploides ne
semblent pas avoir une croissance ralentie par rapport aux autres, compte tenu du mois
pendant lequel le nid a été échantillonné. L’'incidence des males diploides sur la
croissance des colonies reste a préciser a partir d’'un échantillon plus large et d’une

meilleure estimation de leur fréquence dans la colonie.
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VII. IMPACT DU FRELON ASIATIQUE SUR UNE ESPECE PROIE :

L’ABEILLE DOMESTIQUE APIS MELLIFERA

Les objectifs de 1'étude sont 1) de mieux comprendre si Apis mellifera défend ses
colonies contre le nouveau prédateur V. velutina et quels sont les comportements mis en
jeu dans cette défense et 2) de déterminer l'impact de cette prédation sur l'activité des

abeilles.

VII.1. ETUDE DU COMPORTEMENT DE DEFENSE DE L’ABEILLE DOMESTIQUE A. MELLIFERA
Des travaux antérieurs ont décrit plusieurs stratégies de défense des abeilles du genre

Apis contre les frelons. Par exemple, I'abeille japonaise Apis cerana japonica est capable
de tuer son ennemi naturel, le frelon Vespa mandarinia par la formation d’'une boule
d’abeilles ouvriéres et par la production de chaleur autour du frelon («thermo-
balling »). La température a l'intérieur de la boule monte jusqu'a 47 °C, ce qui est létal
pour le frelon (température létale : 45+1°C), mais pas pour les abeilles (température
létale 49+1°C) (Ono et al 1995). Cette stratégie peut étre aussi précédée d'un
comportement de vibration des ailes avec agitation de 1'abdomen (shimmering) a des

fins de dissuasion (Butler 1974).

Un autre exemple de comportement défensif est celui de I'abeille Apis mellifera cypria a
Chypre. Papachristoforou et al. (2007) ont montré que l'abeille chypriote tue le frelon
autochtone Vespa orientalis par asphyxie («asphyxia-balling»): lorsqu'un frelon
s’approche de l'entrée de la ruche ou essaie d'y pénétrer, un grand nombre de
gardiennes (entre 150 et 300) I'entourent en formant une boule. Les abeilles bloquent
efficacement le mouvement des segments abdominaux (tergites), limitant ainsi le
fonctionnement du systeme respiratoire : les tergites ne s’ouvrent plus, I'air ne rentre
plus par les orifices respiratoires (stigmates) et le frelon, ne pouvant plus respirer,
meurt (Papachristoforou et al. 2007). Lors de la confrontation avec leur prédateur les
abeilles chypriotes produisent également des sons de haute fréquence qui pourraient
agir comme signal d’alerte pour leurs congéneres (Papachristoforou et al. 2008). De
plus, certaines colonies construisent des murs de propolis pour empécher le frelon

d’accéder a la ruche (Papachristoforou et al. 2011). (Figure 17).
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Figure 17. Stratégie de défense de l'abeille chypriote contre I'espéce locale de frelon V. orientalis. A-E : Expérimentation
démontrant I'asphyxie du frelon par les abeilles. (« asphyxia-balling »). Des petites cales de plastique ont été introduites
entre les tergites (A-C). . Ces cales évitent l'obstruction des orifices respiratoires (D, SP, spiracles). Dans ce cas le frelon
survit lorsque les abeilles forment une boule autour de lui (E). Certaines colonies de A. m. cypria forment un mur de
propolis a I'entrée de la ruche (F). La taille des orifices permet le passage des abeilles mais pas du frelon . D’apres

Papachristoforou et al. 2007 et Papachristoforou et al. 2011.
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L’abeille italienne Apis mellifera ligustica peut également former une boule contre son
prédateur, le frelon d’Europe V. crabro (Baracchi et al, 2010). Ce comportement a pour
effet d’élever la température du frelon, ce qui pourrait étre la cause de sa mort, puisque
sa température létale est d’environ 44,2°C. Mais l'influence d’autres facteurs, tels que

I'asphyxie n’est pas a exclure.

L’abeille européenne, A. mellifera, introduite en Asie, doit faire face a plusieurs especes
de frelons. Elle semble incapable de défendre ses colonies contre les attaques de I'espece
de frelon V. mandarinia (Matsuura & Yamane, 1990). Par contre, elle semble capable de
réaliser un comportement défensif de «balling» contre V. velutina en Chine. Ce
comportement est toutefois moins efficace que celui réalisé par 'espece Apis cerana
(Ken et al. 2005). La réponse de cette derniére aux attaques de V. velutina est présentée

dans la Figure 18.

En France, nous avons étudié le comportement de I'abeille domestique face aux attaques
du frelon invasif V. velutina et estimé ses capacités de défense. Pour cela, nous avons

essayé de répondre a 2 questions principales :

1. L’abeille présente-t-elle un comportement de « balling » contre son nouveau
prédateur V. velutina ?

2. Est-elle capable de tuer le frelon ?

Afin de répondre a ces questions, nous avons conduit des observations du
comportement de défense des abeilles en utilisant des expérimentations de terrain en
conditions semi-controlées. L’expérience consiste a attacher un frelon a un fil de nylon et
a l'approcher de la ruche, en observant la réponse des abeilles. Au total 95 colonies

réparties dans 8 ruchers ont été étudiées (Figure 19).

L’approche du frelon a induit dans la plupart des cas une réaction. D’une part l'activité
diminue dans la minute qui suit la présentation du frelon avant de revenir a son niveau
initial. D’autre part, le nombre d’abeilles présentes sur la planche d’envol s’accroit, les
abeilles formant parfois un véritable tapis qui gagne également les parois de la colonie.
Le nombre d’abeilles recrutées pour ce comportement de défense atteint son maximum
au bout de 2 a 5 minutes apres la présentation du frelon. En revanche, la formation

d’'une boule autour d’'un frelon qui passe a proximité des abeilles ne semble pas
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réellement adoptée comme stratégie de défense chez les abeilles présentes en France,
bien que cette méthode de lutte s’avere efficace dans les cas décrits dans la littérature
chez d’autres sous-espéeces d’A. mellifera ou chez A. cerana (cf. les références citées plus
haut). Les abeilles que nous avons analysées ne sont pas capables de quitter
spontanément la ruche pour attaquer le frelon qui passe a proximité et 'emporter vers
la planche d’envol pour former une boule autour de lui. Elles n'ont été capables de
former une boule que lorsque le frelon a été mis artificiellement a leur contact sur la
planche d’envol. Dans nos conditions expérimentales, trés peu de frelons ont été tués

par les abeilles.

Néanmoins nous avons souhaité tester si les abeilles étaient capables de tuer le frelon
dans la mesure ou elles avaient la possibilité de I'entourer pendant une période
suffisamment longue. Pour répondre a cette question, nous avons réalisé une autre
expérience : un frelon (toujours attaché a un fil) a été introduit a I'intérieur d'une ruche.
Le temps mis par les abeilles pour, éventuellement, tuer le frelon a été mesuré ainsi que
I’évolution de la température du frelon. Les expérimentations ont été réalisées sur le site
de I'INRA de Bordeaux, en collaboration avec nos collegues Denis Thiery, Karine

Monceau et Olivier Bonnard.

Ces expériences ont montré que tous les frelons introduits a l'intérieur d’'une colonie
pendant au moins une heure mourraient. D’autre part, la température maximale

produite autour du frelon était comprise entre 40.1°C et 45.1°C.

Afin d’évaluer la température 1étale du frelon, nous avons conduit une expérience dans
un incubateur. Nous avons fait varier la température, selon une progression temporelle
comparable a celle observée dans les ruches lors de I'expérimentation précédente. La

température qui s’est avérée étre létale pour le frelon est de 45°C.

Nous pouvons donc conclure que la température produite par les abeilles pourrait étre
suffisante pour tuer le frelon V. velutina. Cependant, nous n’avons pu tester et donc

exclure l'influence d’autres facteurs tels que I'asphyxie, par exemple.

En conclusion, la capacité de défense des abeilles en France contre le frelon invasif
semble tres limitée. Elles sont apparemment incapables d’éliminer un grand nombre de

frelons, et notamment d’adopter un comportement de « balling » efficace (absence de
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formation de boules ou boules constituées d'un faible nombre d’abeilles). Toutefois, les
abeilles se répartissent parfois en grand nombre sur la planche d’envol, allant méme
jusqu’a s’étaler sur la paroi frontale de la ruche, formant un « tapis » d’abeilles (« bee
carpet »). Ce grand nombre d’abeilles bouche I'entrée de la ruche, et empéche I'entrée du
frelon. Il pourrait également exercer sur les frelons un certain effet dissuasif, comme le
comportement de shimmering décrit par ailleurs (Tan 2007, 2010 ; Kastberger et al

2011).

Tous ces résultats sont détaillés dans l'article 3, actuellement en préparation en vue

d’une soumission a Naturwissenschaften.
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Figure 18. Comportement de défense de I'abeille asiatique A. cerana contre V. velutina en Asie. A-E: lorsque le frelon
s’approche d’une ruche, les abeilles I'entourent en formant une boule. (Tan et al. 2007, Villemant et al. 2008). Photos: Q.

Rome. F : comportement de vibration des ailes avec agitation de I'abdomen (shimmering)(Tan et al. 2010).
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Figure 19. Principales étapes de I'expérimentation en conditions semi-contrélées. A: mise en place des caméras. B: le
frelon est endormi au gaz carbonique et fixé a I'extrémité d’un fil de nylon. C: aprés un temps de reprise d’environ 15
minutes le frelon est libre de voler dans un rayon de 10 cm. D : le frelon est posé sur la planche d’envol. E : un grand nombre

d’abeilles forme une grappe sur la planche d’envol. F et G : formation d’'une boule d’'une trentaine d’abeilles et de 3 abeilles.
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Abstract

In this study we investigated the prey-predator interactions between Apis mellifera and
Vespa velutina to determine the chance of success of honeybees to defend their colonies
against their new predator, the yellow-legged hornet which invaded Europe eight years
ago. Experiments were conducted in South-West of France, the point of entry of the
hornet in Europe, under natural and semi-controlled field conditions. A total of eight
apiaries and 95 colonies presenting low and high levels of predation were investigated.
Observations were made on hornet predatory behavior and on collective response of
colonies under attack. The results showed that the defensive strategy used by A.
mellifera is ineffective, unlike in other regions of Europe and the world, such as Cyprus

and Asia, where honeybees have co-evolved with their natural predator (Vespa spp.).
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Introduction

Many species of Vespidae are serious enemies of honeybees and cause considerable
damages to honeybee colonies (Morse 1978; Mishra et al. 1989; Abrol 1994) where they
can find the best combination of proteins (bees and larvae) and carbohydrates (nectar
and honey) (Matsuura and Yamane 1990). Several studies were conducted on
interactions between honeybees and their predatory hornets to explain the dynamics of

the collective defensive behavior (i.e. at the colony-level).

In Japan, the native honeybee Apis cerana developed a defensive strategy called
«thermo-balling» to Kill its natural enemy, the Asian giant hornet Vespa mandarinia (Ono
et al. 1995). In response to predatory attacks, Japanese honeybees form a dense cluster
around the hornet, usually involving around 180-300 honeybees, and then generate heat
by buzzing. The temperature inside the ball reaches 47°C, that is lethal for hornets but
not for honeybees (the species’ thermal limits are about 45%1°C and 49%1°C,
respectively) (Ono et al. 1995). However, research on the thermo-balling phenomenon
revealed that heat is not sufficient to induce the death of an engulfed hornet; the
presence of high levels of CO2 concentration is co-acting with temperature to kill V.

mandarinia inside balls of A. cerana workers (Sugahara and Sakamoto 2009).

In Cyprus, the defensive behavior of the honeybee Apis mellifera cypria against its
natural predator Vespa orientalis consists also in a balling behavior but this strategy is
different to the thermo-balling reported for Asian honeybees (Papachristoforou et al
2007). Vespa orientalis is well adapted to high temperatures. It occurs in dry and hot
environments, from South and central Asia to the Arabian Peninsula, up to northern and
eastern Africa (from Egypt to Somalia) and to the Mediterranean basin (Southern Italy,
Malta, Albania, Greece, Cyprus) (Archer 1998). The lethal thermal limit in V. orientalis is
higher than in V. mandarinia (50.6£0.6°C versus 45+1°C) but similar to the thermal limit
of honeybees (50.5£0.1°C). Therefore, Cyprian honeybees cannot kill hornets by thermo-
balling. Instead, they adopt another strategy, namely “asphyxia-balling”
(Papachristoforou et al. 2007), by blocking efficiently the movement of the abdominal
segments (tergites) of the trapped hornet; an action that limits the functioning of the

predator’s respiratory system.
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In Italy, the native honeybee A. m. ligustica exhibits the balling behavior against its
natural predator, V. crabro (Baracchi et al. 2010). This behavior leads to an increase in
the body temperature of the hornet. Since the lethal temperature of the hornet is
44.2+0.5°C, it is assumed that the cause of the predator’s death is temperature. However,
the influence of other factors such as asphyxia cannot be excluded and need to be

further investigated (Baracchi et al. 2010).

Among the possible causes of death of hornets caused by honeybees (i.e. whether
related to temperature and/or CO2), it appears that the key element to consider is the

ability of honeybees to form a successful ball to engulf properly hornets.

Honeybee colonies can also defend themselves without physical contact with their
enemies through intimidation behaviors or physical barriers. Examples include colony
aggregation (Paar et al. 2004; Kastberger et al. 2008; Papachristoforou et al. 2008)
called “bee-carpet behavior” (Baracchi et al. 2010; Papachristoforou et al. 2011),
synchronized abdominal shaking known as “shimmering” (Butler 1974), alarm sounds
emission defined as “hissing” (Papachristoforou et al. 2008), and the building of walls of

propolis to prevent hornets from getting into the hive (Papachristoforou et al. 2011).

All these successful defensive strategies developed by honeybees to defend their
colonies against hornets’ attacks have been ascribed to an evolutionary response to
predation pressure and environmental factors (Ono et al. 1995; Papachristoforou et al.
2007; Tan et al. 2007). In these studies, each prey (honeybees) and its associated
predator (hornet) were found to be long term sympatric species within the studied

geographic area.

The recent establishment of the invasive yellow-legged hornet Vespa velutina in Europe
raised many questions about its potential impact on local honeybees, Apis mellifera, and
consequently on the capacities of the honeybees to defend themselves against this new

predator.

Vespa velutina originates from the north of India and China, where it is widespread. It is
distributed in areas presenting a wide annual temperature range. In north India, in the
Kashmir region, and in China, V. velutina is considered as a dreadful enemy of honeybees

colonies (Shah & Shah 1991; Abrol 1994; Ken et al. 2005; Tan et al. 2007) and attacks
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can cause up to 30% of colony losses (Sakagami and Akahira 1960; Ken et al. 2005).
Vespa velutina was discovered for the first time in France in 2004 and has rapidly
become a problem for the French beekeepers. As of 2011, it was estimated to be present
on an area of about 270,000 km? in France (Rome et al. 2012) and it recently extended
in the north of Spain (Castro and Pagola-Carte 2010; Lopez et al. 2011), in Portugal

(Grosso-Silva and Maia 2012) and Belgium (J. D'Haeseleer, personal comm).

The high economic losses, due to the hornet’s predation on honeybees, the induced
colony collapse and reduction of honey production, forced some beekeepers to abandon
their business (Villemant et al. 2011). It is clear that the expansion of the hornet
represents a large cost not only for the beekeeping sector but also for the environment,

as pollination depends strongly on honeybees (Gallai et al. 2009).

Like many other invasive species, the population levels of V. velutina in its natural range
of distribution are controlled by several environmental factors (e.g. predation and
competition). However, in the area of introduction, the role of such factors on the
population dynamics of V. velutina has never been investigated. Due to the size of their
colonies, at least three times more populous than those of the European hornet V.
crabro, V. velutina exerts a stronger predation pressure on the apiaries than the native

hornet (Villemant et al. 2006).

In China, the European honeybee A. mellifera which has been imported seems to be able
to defend its colonies against attacks of V. velutina (Ken et al. 2005, Villemant 2008, Tan
et al. 2010). However, the A. mellifera "balling" defensive behavior is less effective than

the one developed by the native species A. cerana (Ono et al. 1987; Ken et al. 2005).

In France, the defensive behavior of A. mellifera against hornets is poorly known. The
objective of this study is to better understand how A. mellifera defends its colonies
against the new predator V. velutina by addressing the following questions: i) How do
the two species, A. mellifera and V. velutina, interact? ii) Can honeybees develop a
“balling” behavior against the new predator? iii) Are honeybees able to Kkill the hornet?
iv) Can honeybees defend their colonies with some alternative strategies? To answer
these questions we have conducted observations on the defensive behavior of

honeybees under natural and semi-controlled field conditions.
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Material and Methods
Apiaries description

Observations were carried out in August and October 2008 and in August and
September 2010 (Table 9), when the hornet population is at its maximum level. Eight
apiaries and 95 colonies were selected in an area of 12,000 km? in south-west of France
(Fig. 20). These apiaries were selected to present contrasted levels of predation (i.e.
measured as either low, when no natural attack was spotted on the tested colonies
during the experiment, or high, when the tested colonies were naturally attacked during
the experiment) and exposure duration (i.e. corresponding to the number of years since

the hornet’s activity was first detected at the apiary) (Table 9).
Simulated hornet attacks

The defensive behavior of A. mellifera was observed during both natural conditions and
simulated hornet attacks and it was conducted as described by Papachristoforou et al.
(2007). Hornets were collected in situ, anaesthetized and attached to a nylon thread.
Once the hornets had fully recovered, they were brought to the beehive flight board and
exposed to colonies guards. Hornets were free to move and flight within the restricted
range of 10 cm. The test duration was 5 min and consisted of 20 steps of 15 sec: To no
hornet (observations in natural conditions); T1 hornet at 15 cm from the hive entrance
(observations before hornet attacks); Tz-T20 hornet on the hive’s flight board
(observations after hornet attacks). The procedure was video-monitored by a Sony

digital camera, placed at 50 cm from the hive’s flight board.

The recorded sequences were analyzed in slow motion (1/5 of normal speed) by
interactive event recording software (LabWatcher, ViewPoint, France) in order to count
the number of honeybees leaving the hive’s flight board. The activity was only measured
during the first minute following the introduction of the hornet in front of the flight

board corresponding to the observed time required for honeybees to respond.

Video recordings at time Ty (before attack), T1o (after 2 min 30 sec) and T2o (after 5 min)
were transformed in pictures capturing screenshots in Windows 7. Pictures were
analyzed with Image] software and the number of honeybees on flight boards during

attacks was counted. Measurements were conducted at To, T1io and T20 because the
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guarding behavior increased during at least 2 min and sometimes reached its maximum
value only after 5 min. The ability to form a ball around the hornet was evaluated by the
number of honeybees in the ball and classified in an ordinal value ranging from 0 - no

ball - to 4 - more than 30 honeybees in the ball.

The survival status of hornets at the end of the experiment and the presence/absence of
stings was also recorded on site. Qualitative observations of prey-predator interactions

under natural conditions were also evaluated through direct, visual observation.
Statistical analysis for simulated hornet attacks experiment

To appreciate the ability of honeybee to react and defend their colonies against the
yellow-legged hornet, two behavioral variables were assessed: i) the foraging flight
activity of the colony (measured by the number of honeybees leaving the nest before
and during the hornet introduction) and ii) the “carpet behavior” (measured by the
number of honeybees on the flight board or on the vertical walls near the entrance

before and during the hornet introduction).

Eight parameters were used as explanatory variables: 1) the “apiary” in which the
experiment occurred, 2) the “colony” (considered as different repeated experiments
from an apiary), 3) the “year” when the experiment was performed (that is 2008 or
2010 encoded as a qualitative variable), 4) the “month” of the experiment (August,
September or October), 5) the “exposure level” considered low, when no natural attack
was spotted on the tested colonies during the experiment, or high, when the tested
colonies were naturally attacked during the experiment 6) the “duration of exposure” to
hornets (that is the delay between the experiment and the first exposure to hornets
expressed in years), 7) the “test order” indicating by an ordinal qualitative variable the
order in which colonies from a an apiary were tested and 8) the “time” since the
introduction of the hornet to the tested colony (encoded as Ty before the presentation

and then increasing by one unit every 15 sec).

The activity of the colony and the “carpet behavior” correspond to counting variables
and were modelized as Poisson variables in a generalized linear model using R
Statistical software (R Development Core Team, 2010). The eight variables were

introduced as linear predictors for both variables independently. The significance of the
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contribution of these predictors was then tested through a stepwise selection model.
Furthermore, the influence of each predictor in the final model (selected by the stepwise
process) was tested comparing the final model with the same model minus the tested
predictor. Comparisons were tested in an analysis of deviance computed by chi-square
tests. As both models showed an over-dispersion, the final model and the analyses of
deviance were performed a second time using a quasipoisson model to confirm or infirm

the significant contribution of the selected predictors.
Survival of V. velutina inside the hive

To test if the honeybees were able to form a ball around the hornet and to kill it, a hornet
prepared as described above was introduced into a hive. In total, seven colonies (B1-B7)
and 55 hornets were studied in the INRA apiary making a total of 55 trials (Table 10). In
order to measure the time taken by honeybees to eventually kill the hornet, the
experiment was repeated with variable durations: 15 min, 20 min, 30 min and 1 h (see

Table 2 for experiment duration and number of replications for each studied colony).

At the same time, the temperature variation inside the hive was recorded by two 2 mm
micro-probes connected to a highly accurate (+1°C) digital thermometer (YCT RS-232
thermometer). The first one was attached on the hornet’s thorax and the second one
located at about 15 cm from the hornet. The experiment was repeated five times for
each of the seven colonies. For the first three repetitions the experiment duration was
15 min while for the last two it was one hour. The temperature was recorded every 30
sec (means and standard deviations of the maximum temperature recorded are reported

in Table 10).

For the seven tested colonies, the approximate population strength was assessed by

determining the number of honeybees covering each side of the frames.
Lethal temperature of V. velutina

To estimate the lethal temperature of V. velutina, an experiment was conducted in an
incubator. The incubator temperature varied according to a temporal progression
similar to the temperature found inside the hives in the previous experiment, up to a

maximum of 45°C. Hornets were captured on site, at the INRA apiary, and anaesthetized
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as described by Papachristoforou et al. (2007). Each hornet was then transferred into a

ventilated transparent cage and placed in the incubator.

Four experiments were conducted with 6, 9, 5 and 7 hornets, respectively, making a

total of 27 hornets (Table 11).
Results
Observations of the natural interactions between honeybees and hornets

During the behavioral experiments conducted in August-October 2008 and August-
September 2010, interactions between honeybees and hornets were observed in natural

conditions. The general trends of the species’ behavior were qualitatively described.

When honeybees were preyed by the yellow-legged hornet, they tended to reduce their
foraging activity and even stop it when hornets were too abundant. In response to the
hornet presence around the hive, colonies adopted different strategies. In some colonies,
a large number of honeybees gathered on the flight board and on the vertical walls near
the entrance to form a cluster or a “bee-carpet” (Fig. 21). In other colonies, honeybees on
the flight board exhibited a coordinated behavior with individuals clinging together in
groups and following the hornet’s movements by turning their body in its direction. No
shimmering was observed in front of the hive entrance. Hissing was frequently
produced. The level of coordination among honeybees varied among colonies and
apiaries. In colonies not exhibiting a coordinated behavior, the honeybees dispersed on
the flight board and on the frontal wall of the hive. During observations in natural
conditions, honeybees rarely abandoned the bee-carpet formation to attack the hornet.
The construction of propolis wall was not observed except in one colony from the Saint-
Sulpice-et-Cameyrac apiary.

In general, when the colony was defended with a coordinated behavior, hornets never
attempted to land on the flight board, instead they hovered at about 15 cm from the
entrance of the hive where they tried to catch foraging honeybees returning to and
leaving the hive. Generally, hornets tended to attack returning foragers loaded with
pollen, probably because they were heavier and flew more slowly and therefore they
were easier to be caught. During our observations at the INRA apiary, the hornet was

seen only six times coming accidentally in contact with the bee-carpet, and guard bees
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engulfed and transported the hornet inside the hive on only one occasion. No dead
hornet was observed in front of the hives. When the colony defense was not well
organized, some bees were found to be isolated on the flight board and on the wall of the
hive. In such situations, the hornet was particularly interested in these bees by
controlling them closely (Fig. 22) and eventually by catching them with its legs. When
the colony was weak and no bee-carpet was formed at the hive entrance, hornets
entered in the hive to steal pollen and honey stores as well as larvae and pupae. The
honey was consumed on site and exchanged with other hornets by trophallaxy. The
latter is the only cooperative behavior that was observed among hornets in front of the
hive. Generally, during the predatory activity, the hornet operated individually and

various aggressive interactions were observed between attacking hornets.
Honeybees colony activity during simulated hornet attacks

In order to estimate the colony activity, the number of outgoing honeybees was counted.
The tested colonies showed a common trend: when the hornet was brought at the hive
entrance (T1) the colony activity reduced in a significant way compared to when the

hornet was not yet exposed to honeybees (To) (Fig. 24 and Table 12).

The generalized linear model showed differences among apiaries and between months
regarding the colonies’ activity. The colonies’ activity was the highest at Saint-Sulpice-et-
Cameyrac and then by decreasing order, at Nojals-et-Clotte, Artigues-pres-Bordeaux,
Bordeaux (INRA), Brive La Gaillarde, Limoges, Sarlat and finally it was the lowest at
Domme. The colonies’ activity was significantly higher in 2010 than in 2008. Activity
was also significantly different among colonies and depending on testing order with
colonies tested earlier showing reduced number of outgoing honeybees compared to
colonies tested later. The predictor “month” was partially redundant with the predictor
“apiary”. Indeed, this predictor was based on only two apiaries in September, Domme
and Sarlat. As both apiaries were only tested in September, the specific incidence of
September and of these two specific apiaries cannot be dissociated. However, the
predictor “month” was conserved because some apiaries were tested twice in August
and in October (Table 9). For these two months, activity was significantly higher in
August than in October. In the same way, the predictor “hornet exposure” was

confounded with the predictor “apiary” because, whatever the year and month of the
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experiment, an apiary was considered as either always exposed or never exposed to
hornet predation since the beginning of the experiment, depending on the apiary. This
predictor was therefore discarded from the analysis. Finally, the stepwise selection of
predictors led to the rejection of the predictor “duration of exposure”. This indicates that
this variable has no influence on the activity of the colony taking into account all other
predictors. Taken alone, this predictor showed a significant effect on the activity of the
colonies; when “duration of exposure” increased, the activity decreased. However, this

effect can also be assessed through other predictors and better approached by them.
Bee-carpet behavior during simulated hornet attacks

Honeybee colonies were found to deploy a bee-carpet when the hornet was either
brought close to or placed on the flight board. It was interesting to note that after 2 to 5
min of hornet attacks, the number of honeybees involved in the defense remained
constant. The number of bees on the flight board and on the vertical walls near the
entrance increased between To and Tz by 30-60% in 14 colonies; by 60-80% in 17
colonies and by over 80% in 48 colonies. In the remaining 16 colonies, the number of
bees did not increase, but 5 colonies exhibited the “bee-carpet” at the beginning of the
experiment and the rest of the colonies appeared slightly active both in the defensive

behavior and foraging activity.

For the analysis of the bee-carpet behaviour, the effect of all predictors was assessed
(Table 12). Bee guards were in significantly higher numbers in August than in October
and also more abundant in 2010 than in 2008, but they decreased when the “duration of
exposure” increased. The opposite effect on bee-carpet behaviour between “year” and
“duration of exposure” indicates that for colonies tested at a same period, the ones being
exposed for a longer time to hornets present less guards on the flight board than the
ones being exposed more recently. The number of bees on the flight board also differed
among apiaries but the intensity of the guarding behavior did not follow the same
sequence than activity. The Artigues apiary displayed the highest number of guards and
then by decreasing order there were Bordeaux (INRA), Nojals-et-Clotte, Saint-Sulpice-et-
Cameyrac, Sarlat, Limoges, Brive La Gaillarde and Domme apiaries. Within an apiary, the

number of guards also varied significantly according to the “test order” predictor; the
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size of the bee-carpet increased with the “test order”. Finally, the guarding behavior

varied slightly among colonies.
Considerations about statistical analysis

Both generalized linear models were calculated using quasi-likelihood approach to take
into account the over-dispersion of the variables. It indicated that our model failed to
model all components of the variation of activity and bee-carpet behavior. The over-
dispersion was far more pronounced for the bee-carpet behavior than for the activity:

dispersions were estimated at 49.8 and 2.7, respectively.
Balling behavior

At Ty, the defensive behavior was never observed. However, when the hornet was placed
on the flight board, honeybees engulfed it in a ball (68 colonies, i.e. 72%, exhibited this
strategy) (Fig. 23). When the hornet was moved away from the hive entrance, only a
small group of honeybees (up to 30 individuals) were still forming a ball around the
predator. The ball size was variable: below 10 bees in 31 colonies (33%); between 10
and 20 bees in 20 colonies (21%); between 20 and 30 bees in 15 colonies (16%) and

over 30 bees in only one colony.

The hornet survival status assessed after each simulated attack showed that only 9

hornets (9.5%) were killed by bees, but only two hornets were found with a stung.
Experiments conducted inside the hive

Results showed that honeybees were able to kill the hornets in 68% of the cases (i.e. 42

hornets were found dead and 13 alive). Among the dead hornets, only one got stung.

After 15 min, 20 min and 30 min, the death rates in hornets were 71% (i.e. 15 dead),

60% (i.e. 6 dead) and 40% (i.e. 2 dead), respectively. After one hour, all hornets were
dead.

Some colonies appeared to be more effective than others in killing the hornets. For
example, colony B7 killed the hornet in all seven experiments, whatever their duration.
In contrast, colony B3 seemed inefficient, since it killed only three out of the 9 tested
hornets and needed one hour for killing. Such variability did not seem to be related to

the strength of colonies, because B3 and B7 colonies were of similar strength (Table 10).
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Temperature inside the honeybee-ball

The temperature inside the ball that engulfed the hornet was found to increase rapidly.
After 5-6 min, the temperature remained stable for about 15 min and then decreased
slightly, but it never returned to its initial value. On average, the maximum internal ball
temperature was 44.0+0.9°C (Table 10). The classification of colonies from the highest
to the lowest average maximum temperature was: B2, B5, B3, B1, B4 and B6, B7. The
maximum internal ball temperature could not explain alone the hornet fate. In fact, the
lowest maximum temperature (40.1°C) was recorded in colony B7, which killed the
hornet in all experiments. In contrast, colony B3 described as poorly performing in

hornet killing ranked third.

The mean temperature of the colony recorded by the second micro-probe was
23.8+2.7°C while the mean environmental temperature during the experiment was

22.8x2.0°C.
Lethal thermal limit of V. velutina

When the hornets were placed inside an incubator, only five (18%) died when the
temperature reached 45°C within the first 37 min. To test the other hornets, it was
necessary to extend the experience up to one hour. In only one case, one hornet was still
alive after one hour at 45°C (Table 11). It was concluded that the temperature produced
by honeybees could be sufficient to kill the hornet V. velutina, but the influence of other

factors cannot be excluded.
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Discussion

In France, in late summer and early autumn when the population of V. velutina is at its
maximum, honeybees may be severely impacted by the predation exerted by the hornet.
In situ observations revealed that the predatory hornet visits beehives by adopting
stationary flight around and near the entrance until it can intercept a forager returning
or leaving the hive. This strategy called “bee-hawking” has already been described in V.

velutina over its natural range of distribution (Ken et al. 2005; Tan et al. 2007).

In response to the presence of the new predator and in order to reduce its deleterious
impact on colonies, the European honeybees in France seem to have adopted a short-
term response which appears however inefficient. This strategy consists in a reduction
of the colony activity followed by the development of a tight group of workers on the
flight board or on the vertical walls near the entrance forming a “bee-carpet”. The same
strategy has been observed on natural predators such as V. crabro and V. orientalis,
associated with an efficient defense of the nest (Baracchi et al. 2010; Papachristoforou et

al. 2011).

Reduction in foraging activity and formation of the bee-carpet are a general trend that
could be explained by the recruitment of foraging honeybees for defense as proposed in
a comparative study of the defensiveness between “docile” and “super-aggressive” A.

mellifera colonies (Kastberger et al. 2009).

On the other hand, in the long-term, the effect of the predation pressure on foraging
activity and bee-carpet behavior appears to be different: both decrease when predation
pressure increases. Especially, for the colonies tested in September and October, when
predation pressure was higher, a lower number of bees involved in the bee-carpet was
recorded, compared to the observations conducted in August, when predation pressure
was lower. Similarly for the colonies tested at the same period, the ones being exposed
to hornets for a long time were less numerous on the flight board than the ones being
exposed more recently. These opposed trends between long-term and short-term effects
may be due to different factors. The defensive responses in A. mellifera may be affected
by meteorological conditions (Southwick and Moritz 1987). The decrease in flight

activity and in the number of honeybees involved in the bee-carpet in response to an
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increase in predation pressure could also be related to a specific strategy where colonies
retreat in the hive to defend their nest (Kastberger et al. 2009; Papachrisoforou et al
2011). The low colonies’ activity recorded in September and October could also be
linked to a lower food availability as pollen foraging activity may be lower at this period
of the year, depending on flowering phenology. Alternatively, it could also correspond to
the weakening of the colony after a continuous predation by hornets in the preceding
months. However, in order to confirm these statements, it would be interesting to know
the strength and the survival status of the colonies after several months of hornets’
predation. Unfortunately, this information is difficult to find because beekeepers often

replace lost colonies by new swarms, but this common practice is poorly documented.

However, the A. mellifera defensive behavior against the invasive predatory hornet V.
velutina appeared inefficient compared to the behavior described in previous studies
where preys and predators are sympatric (Abrol et al. 1994; Kastberger and Sharma
2000; Ken et al. 2005; Abrol et al. 2006). When hornets approach clusters of guard bees,
the latter seemed unable to seize and hold the engulfed hornet. On three occasions only,
honeybees were observed leaving the cluster in an attempt to capture the attacking
hornet. During many days of observations in several apiaries and under variable
environmental conditions, balls of honeybees naturally formed were never observed,
although this defensive strategy was previously described in the literature (Ono et al
1987, 1995; Ken et al, 2005; Papachristoforou et al. 2007; Baracchi et al. 2010). In
France, this behavior only occurred when experimentally triggered. However, the
number of bees engulfing predatory hornets was much lower than in Apis cerana (Ono et
al. 1987; Ono et al. 1995; Ken et al. 2005; Abrol 2006) and A. m. ligustica (Baracchi et al.
2010). However, it was similar to that observed in China by Ken et al. (2005) for A.
mellifera against V. velutina. Only 9.5% of the tested hornets were killed by balling
within the 5 min of simulated attacks whereas about 22.2% died of a stung, a defensive
strategy that is absent among sympatric honeybees and hornets. Nevertheless, the
honeybees were able to kill the hornet only when artificially introduced inside the hive
for long time. We demonstrated that A. mellifera in France produced a temperature high
enough to Kkill the hornet. The time required to kill the new predator is more than 30

min, both in the incubator and inside the hive. However, while the temperature may be
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lethal, other factors like the production of CO; (Sugahara and Sakamoto 2009) and the
limitation in the functioning of the respiratory system (Papachristoforou et al. 2007)
cannot be excluded. These factors should be further investigated. Indeed, colonies of the
same strength and exhibiting slightly different temperatures inside the ball displayed

also different levels of efficiency in killing the hornet.

When foraging activity and number of honeybees involved in the bee-carpet were
considered, the honeybees’ defensive behavior varied among apiaries and colonies.
Some colonies invested more in foraging activity and less in defense, while other
colonies showed an opposite trend. Such variations may be explained by different
colonies’ strength and stores or different climatic conditions among apiaries location. It
could also be related to the genetic composition of the different colonies (e.g. at the
subspecies level). Indeed, in France, A. m. mellifera (lineage M) is the native subspecies,
but A. m. ligustica and A. m. carnica (lingeage C) can also be widely used (Rortais et al

2007).

Many authors (Rothenbuhler 1960; Stort 1974; Collins et al. 1980, 1988; Moritz et al
1985; Guzman-Novoa and Page 1993, 1994) have demonstrated the importance of the
genetic pool in honeybee aggressiveness and defensiveness, with some strains being
more aggressive than others (Ruttner 1988; Breed et al 2004). Beekeeping
management-wise, European races of Apis mellifera are the most widely used honeybees
and genetic selection programs usually favor calmness over irritability traits. The lack of
aggressiveness, the inability to attack the bee-hawking hornets in front of the hive
entrance and to rapidly recruit a sufficiently large number of honeybees in balling

behavior, seems to be the causes of an ineffective defense.

The direct attacks of the hornet by honeybees are also made difficult by the highly
effective predatory behaviors of V. velutina. In contrast to other well-described
predatory habits observed in other Vespa species (Ono et al. 1995; Papachristoforou et
al. 2007; Tan et al. 2007; Baracchi et al. 2010) V. velutina attempt to land the honeybee
hive flight board and to enter in the hive only when the colony is too weak to react, but
have a stationary flight and catch the honeybees at safety distance if the colony is

healthy.
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Clearly V. velutina in France has proven its highly predatory potential. Its predation
strategy appears very costly for the survival of the colony. Contrarily to honeybee
species sympatric with predatory hornet, A. mellifera against V. velutina in France did
not develop an efficient defensive strategy at the colony level. The constant presence of
the hornet in stationary fly in front of the bee-hive entrance reduces the foraging activity
and a large number of honeybees is involved in the bee-carpet defensive behavior.
Future studies will focus on the progressive weakening of colony in order to better
understand if it resulted from the reduced flow of food form the environment or by the

number of foragers effectively caught by the hornet.

The Yellow-legged hornet therefore appears as an additional factor causing a
progressive decline in A. mellifera colonies and its expansion across Europe represents a

potential future threat to European honeybees.
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Table 9. Information on the eight experimental apiaries selected for the hornet simulated attacks experiments.

Experimental Exposure Exposure duration in
Apiary location No Colony/ID
dates levels number of years
Artigues-prés-Bordeaux | October 2008 High 1 10/A1-A10
August 2008 High 1 5/11-15
Bordeaux (INRA) October 2008 High 1 6/B1-B4; B6-B7
August 2010 High 3 7/2.1-2.3; B4-B6; C
August 2008 Low 1 6/ N1-N6
Nojals-et-Clotte
October 2008 Low 1 5/ N2-N6
August 2008 Low 0 10/ SS1-SS10
Saint-Sulpice-et-
October 2008 Low 0 9/ SS1-5S8; SS10
Cameyrac
August 2010 Low 2 2/1SS-2SS
Limoges August 2010 High 1 8/1L-8L
Brive La Gaillarde August 2010 High 1 9/1B-9B
Domme September 2010 Low 0 9/ D1-D9
Sarlat September 2010 Low 2 9/S1-S9
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Table 10. Vespa velutina survival status after experiments inside the hive.

Colony Max. temperature

D Experiment duration 1 the ball Colony strength
15min 15min 15min 20min 20min 30 min 1h 1h 1h mean s.d.

B1 dead alive dead NA NA NA NA dead dead 43.8 1.0 11

B2 dead dead dead alive dead dead dead dead dead 44 .4 0.6 10

B3 alive alive alive alive alive alive dead dead dead 43.9 1.4 11

B4 dead dead dead dead dead alive dead dead dead 43.6 1.2 10

B5 dead dead dead alive dead alive dead dead dead 443 0.6 10

B6 dead alive alive NA NA NA NA dead dead 43.6 1.2 5

B7 dead dead dead* dead dead dead dead dead dead 42.8 2.4 11

NA: data not available. *indicates that the hornet showed a sign of sting.
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Table 11. Determination of V. velutina lethal thermal limit.

Alive at the

Test No hornets Dead at 45°C Dead at the end q Test duration
en

1 6 2 6 0 37 min

2 9 1 9 0 48 min

3 5 1 4 1 1 hour

4 7 1 7 0 54 min

The table gives the number of hornets tested at each experimentation in incubator, the number of hornets dead at 45°C, the

number the hornet dead at the end of the test, the number of hornets alive at the end of the test and the test duration.
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Table 12. Contribution of the predictors to explain the variation in activity and bee-carpet behavior.

Activity Bee carpet behavior
P-value P-value
Time 7.10E-09 ok <2.2e-16 ok
Apiary < 2.2E-16 ok 2.45E-07 ok
" Year 4.82E-07 o 1.06E-03 ok
‘3 Month 5.10E-15 ok 8.47E-08 whk
E‘ Duration of exposure - 1.91E-04 ok
Colony < 2.2E-16 ok 0.01596 *
Test order 0.0004104 ok 0.006529 ok

The table gives the P-values of the chi-square test comparing the global model with all predictors and model with all predictors except the one tested.* indicates

statistical significance.
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Figure 20. Map of apiaries location. In green known range of V. velutina in Europe. (Rome et al. 2012)

Figure 21. A honeybee colony under hornet predation pressure. The foraging activity is totally stopped and a large number

of honeybees covered the bee-hive flight board to form a “bee-carpet”.
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Figure 22. Vespa velutina attacking isolated honeybees.

Figure 23. Balling behavior of Apis mellifera in simulated Vespa velutina attacks.
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Figure 24. Activity of the colonies in response to hornet simulated attacks.
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Figure 25. Number of guards on the bee-hive flight board in response to hornet simulated attacks.
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VII.2. IMPACT DE LA PREDATION DE V. VELUTINA SUR L'ACTIVITE DES ABEILLES.
Afin de mieux décrire I'impact du frelon V. velutina sur les colonies d’A. mellifera j’ai

analysé en continu l'activité des abeilles face a la prédation du frelon en conditions

naturelles.

VIIL.2.1. MATERIELS ET METHODES

Description du systéeme d’enregistrement vidéo

Pour réaliser cette étude il a été nécessaire d’utiliser un systéme d’enregistrement vidéo
qui n’altere pas l'activité des frelons et des abeilles. Ce systéme, mis a point en
collaboration avec la société lyonnaise, ViewPoint, spécialisée dans la réalisation de
systemes d'analyse du comportement animal, est composé d’'une caméra numérique
noir et blanc protégée par un étui imperméable a I'eau. Elle est placée a environ 1,5m du
sol de maniere a observer directement I'entrée de la ruche ainsi que I'environnement
immédiat de la planche d’envol. La camera est reliée a un ordinateur qui est placé a
proximité, dans un caisson de protection également imperméable a I'eau. L'ordinateur,
grace au logiciel « Numeriscope » (ViewPoint), permet de démarrer et d’arréter
I'enregistrement automatiquement selon les horaires de lever et de coucher du soleil et
de filmer en continu I'entrée de la ruche. Les enregistrements vidéo sont stockés sur un

disque externe branché a I'ordinateur (Figure 26 A).
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Figure 26. Systeme d’enregistrement vidéo de I'activité des abeilles et des frelons en conditions naturelles. A : Equipement
vidéo non intrusif: caméra et ordinateur positionnés devant une ruche, site INRA Bordeaux. B: Logiciel Labwatcher

(ViewPoint) et image de la planche d’envol et de son environnement immédiat.
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Ce systeme présente l'avantage d’étre non intrusifet de permettre I'observation de
I'activité des abeilles et des frelons en conditions naturelles. Il permet d’effectuer les
analyses a distance et tout au long de 'année indépendamment du cycle biologique des

deux insectes.
Caractérisation des colonies étudiées

Les deux colonies (D2 et D3) observées au cours de cette étude sont situées sur le site de
I'INRA de Bordeaux. Afin de distinguer la sous-espéce d'abeille présente dans les deux
colonies étudiées, une méthode de morphométrie géométrique a été employée. Les
coordonnées de 19 points-reperes des ailes gauches ont été mesurées sur un groupe de
10 ouvrieres de chaque colonie. Les coordonnées des points-repéres ont été comparées
a la base de données Apiclass, qui a été réalisé grace a l'identification morphométrique
et moléculaire de plus de 5000 ouvriéres. Le résultat de la comparaison avec la base de
données a montré que les deux colonies étudiées appartenaient a la sous-espéce A. m.

mellifera (abeille noire locale).
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Figure 27. Systéme expert en ligne ApiClass qui utilise la structure des ailes des ouvriéres pour discriminer et identifier les
différentes races et lignées de 1'abeille domestique. Il fait appel pour cela aux approches récentes de la morphométrie
géométrique. Les chiffres en rouges indiquent les 19 points-reperes correspondant aux intersections des principales

nervures des ailes antérieures (http://apiclass.mnhn.fr/).
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Analyses des séquences vidéo

L’acquisition des images a été réalisée du 20 juin au 30 novembre 2009. En raison des
quantités considérables d'images a analyser (plusieurs mois en continu x toute la
journée x 2 colonies), I'analyse a été réalisée sur un échantillon d'images prises a
intervalles réguliers. Pour cet échantillonnage, j’ai retenu un jour sur cinq (sauf situation
météorologique défavorable a l'activité des insectes ou probléme technique). Les
séquences vidéo ont ensuite été analysées au ralenti (vitesse = 1/5) au moyen d’'un

logiciel interactif d’enregistrement d’évenement (LabWatcher, ViewPoint, France)

(Figure 26 B).

Au cours d’'une journée, des séquences de durée variable ont été analysés : un temps
d’étude de 2 minutes a été utilisé pour les abeilles tandis qu'un temps plus long a été
nécessaire pour les frelons (5 minutes). En effet, la présence du frelon est assez aléatoire
surtout au début de la saison et deux minutes est un temps trop court pour étre
représentatif. En ce qui concerne les abeilles, leur activité augmente de maniére linéaire
avec le temps d’étude. Dans ce cas, deux minutes suffisent pour évaluer l'activité des
abeilles. Des séquences ont été analysées toutes les deux heures, a partir de 8h. Selon la
durée du jour (liée a la saison), le nombre de séquences quotidiennes analysées a donc

varié entre huit en été et quatre en novembre.

Afin d’évaluer l'activité des colonies le nombre d’entrées d’abeilles dans la ruche et le
nombre de sorties d’abeilles de la ruche ont été comptabilisés. Le comportement de
défense éventuel des abeilles a été évalué par le nombre d’abeilles présentes sur la

planche d’envol au début de chaque séquence analysée.

Parallelement, la pression de prédation exercée par les frelons a été quantifiée par le

nombre de frelons présents devant la ruche et par le nombre d’abeilles capturées.

Les conditions météorologiques qui pourraient également influencer fortement l'activité
des colonies d’abeilles ont été prises en compte au cours de I'étude. Plusieurs
parametres journaliers sont enregistrés par la station météo du site de 'INRA: hauteur
des précipitations mesurée en mm, vitesse moyenne du vent mesurée en metres par
seconde, température moyenne, température minimale et température maximale

mesurées toutes 3 sous abri et relevées en degrés Celsius.
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VI1.2.2. RESULTATS
Les données analysées ont permis de mettre en évidence une évolution de I'activité des

abeilles (entrées et sorties de la ruche) en fonction du temps. Comme les courbes des
entrées et des sorties présentent le méme patron temporel, seules les courbes des

entrées (pour les deux ruches D2 et D3) sont présentées.

Les figures 28 A et 29 A montrent le nombre d’abeilles entrant dans les ruches D2 et D3
en fonction du temps, entre juin et novembre 2009. L’activité des colonies D2 et D3
présente, globalement, le méme patron temporel, avec en particulier une forte
diminution de l'activité a partir de mi-ao(it. Ensuite l'activité reste relativement faible
jusqu’a la fin de la période d’analyse, exception faite d’'un deuxiéme pic d’activité
observé fin aoflit pour D2 et de la mi-ao(it au début septembre pour D3). La colonie D2
présente une activité plus faible que la colonie D3 (au maximum 1100 entrées comptées
par jour pour D2 contre 1800 pour D3). Si on considere I'activité journaliére des deux
colonies, de fin juin a mi-juillet, 'activité est la plus forte de 12h a 16h. De mi-juillet a mi-
ao(t l'activité est plus forte en début de journée. Par la suite, I'activité est tres faible voir
nulle (les données n’apparaissent pas sur le graphique).Le comportement de défense
des abeilles a été évalué par le nombre d’abeilles présentes sur la planche d’envol au
début de chaque séquence analysée. Les figures 28 B et 29B représente les variations
de ce parametre cumulé sur une journée de juin a novembre 2009. Entre le 20 juin et le
30 juillet, presqu’aucune abeille n’est présente sur la planche d’envol. A partir de cette
date, le nombre d’abeilles sur la planche d’envol augmente fortement pour atteindre un
maximum le 16 aolt pour la colonie D2 et le 24 aolt pour la colonie D3. Il diminue
ensuite pour revenir a une valeur nulle vers la mi-octobre. Ce phénomeéne se manifeste a
partir de 10h et la grappe d’abeilles sur la planche se maintient tout au long de la
journée avec de petites fluctuations du nombre d’abeilles impliquées(les données ne

paraissent pas sur les graphiques).

La pression de prédation a été quantifiée par le nombre de frelons présents devant la
ruche et par le nombre d’abeilles capturées. Les figures 28 A et 29A représente le
nombre de frelons (comptés sur une journée) présents devant les ruches D2 et D3 en
fonction du temps. Pour les deux ruches, la premiere apparition d'un frelon a été

observée le 10 juillet a 21h00. A partir de cette date, le nombre de frelons n’a pas cessé
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d’augmenter. Il a atteint un maximum le 28 octobre pour la ruche D2, avec 114 frelons
comptés, et le 28 septembre pour la ruche D3, avec 65 frelons comptés. Pour la ruche
D2, le nombre de frelons a chuté rapidement apres le 25 octobre. Ainsi, le 29 novembre,
dernier jour d’analyse, un seul frelon a été observé sur toute la durée de la journée. Pour
la ruche D3, mis a part quelques variations, le nombre de frelons observés est resté
globalement constant du 8 septembre au 26 octobre (une cinquantaine de frelons
comptés sur la journée). Ensuite la pression de frelon devant la ruche a diminué suivi
d’'une nouvelle augmentation entre 12 et le 17 novembre. L’activité journaliére des
frelons se concentre majoritairement de 10h a 18h, ce qui englobe une grande partie de

la période d’observation (ces données ne sont pas illustrées).

Le nombre d’abeilles capturées augmente en fonction de I'accroissement du nombre de
frelons présents devant la ruche puis diminue vraisemblablement en lien avec la baisse
d’activité des abeilles. Le plus grand nombre de captures se situe entre le 4 aofit et le 8
septembre, ce qui correspond a la reprise de l'activité des abeilles (deuxiéme pic
d’activité). J’ai compté jusqu'a 14 abeilles capturées sur 40 minutes de séquences vidéo
analysées en aoft (huit séquences quotidiennes d’'une durée de 5 minutes) (Figure 28 C
et 29C). Les captures ont été enregistrées tout au long de la journée sans révéler des
différences apparentes en termes de fréquence horaire (ces données ne sont pas

illustrées).

Les courbes des températures (maximales, minimales et moyennes) des figures 28 D et
29 D montrent que la température fluctue légerement tout au long de la période étudiée
et subit une diminution progressive a partir du 11 novembre. Des hauteurs de
précipitations supérieures a 4 mm ont été enregistrées le 30 juin, le 10 et 15 juillet et le
9 aofit des vitesses du vent modérées (4-6 mm/sec) ont été enregistrées le 12 et 20
septembre, le 15 octobre et les 4 et 5 novembre. Elle était supérieure a 8 mm/sec
(vitesse a laquelle les abeilles arrétent presque compléetement leur activité (Clément et

al. 2006)) seulement le 29 novembre.
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VI1.2.3. DISCUSSION
Les observations conduites en conditions naturelles ont permis de décrire 1’évolution de

I'activité de deux colonies d’abeilles soumises a la prédation du frelon asiatique.
L’activité des colonies a été évaluée par deux parametres différents. D’'une part, I'activité
de butinage, c'est-a-dire le nombre d’abeilles qui quittent la colonie pour récolter de la
nourriture (nectar et pollen) et qui y retournent. Pour des raisons de commodité de
présentation, seules les abeilles qui reviennent a la colonie ont été dénombrées. D’autre
part, 'activité de gardiennage de la colonie, évaluée par le nombre d’abeilles présentes
sur la planche d’envol. Ces données ont été mises en relation avec les données
météorologiques et la pression de prédation exercée par le frelon (nombre de frelon

présents devant I’entrée de la ruche et nombre d’abeilles capturées).

La superposition, pour les deux colonies, du comptage des entrées d’abeilles et du
nombre de frelons (Figure 28 A et 29A), a permis de mettre en évidence la concordance
entre les variations d’activité de ces especes antagonistes. En effet, il ya concomitance
entre I'arrivée des frelons et la brusque diminution d’activité de la colonie. Par ailleurs,
le pic de présence quotidienne maximum du frelon correspond a la période de plus
faible activité des abeilles. Cette constatation conduit donc a proposer que la diminution
d’activité des colonies d’abeilles pourrait étre liée a I'apparition des frelons, puis a
I'augmentation de leur nombre. Un effet de la température est exclu parce que 'activité
des abeilles devient tres faible pour les deux colonies bien avant la chute des
températures. Pareillement, vitesse du vent et pluviométrie ne semblent pas étre

limitant pour 'activité des abeilles.

L’augmentation du nombre d’abeilles sur la planche d’envol semble elle aussi reliée a la
présence des frelons, puisque, quelques jours apres I'apparition des premiers frelons, le
nombre d’abeilles sur la planche d’envol augmente considérablement. Il est probable
qu’elles sortent pour bloquer I'entrée de la ruche et empécher le frelon d’y entrer. Cette
mobilisation des abeilles dans cet effort de défense constitue un facteur supplémentaire

pour expliquer la forte réduction de I'activité de butinage.

Ce comportement, semble également permettre, dans un nombre trés limité de cas
I’élimination du frelon (6 cas observés au cours des analyses des séquences vidéos). Il a

ainsi été constaté que les abeilles peuvent s’agglutiner autour d’un frelon qui passe a
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leur portée, et former une petite boule d’'une dizaine d’individus au maximum. Les
attaques observées se sont terminées soit dans la ruche, soit sur le sol, soit sur la
planche d’envol et ont duré environ 5 minutes. Toutefois, compte tenu de la tres forte
pression de prédation exercée par les frelons, les rares frelons tués par les abeilles

représentent une quantité négligeable par rapport au nombre total de frelons.

Malgré la mise en place de ce comportement de défense, le nombre d’abeilles capturées
est important. En effet la quinzaine d’abeilles capturées par jour évaluée dans cette
étude ne reflete que les pertes réalisées au cours d'une courte période (entre 6 et 8
séquences vidéo d’'une durée de 5 minutes analysées par jour). Le nombre total
d’abeilles capturées quotidiennement est donc bien supérieur. Si on considere une
activité de prédation constante pendant 8 heures ce nombre peut étre estimé a environ
200 abeilles par jour. Il est généralement considéré que la mortalité naturelle
quotidienne des abeilles est comprise entre 400 et 1000 individus par jour au cours de

la saison d’été (Gary 1960 ; Sakagami & Fukuda 1968 ; Porrini et al. 2002)

Une mortalité supplémentaire peut donc avoir des conséquences importantes, surtout
en fin de saison, ou les abeilles qui sont élevées sont destinées a vivre plusieurs mois
pour assurer l'’hivernage correct de la colonie, en particulier pour maintenir une
température adéquate dans la colonie. Mais ces abeilles « d’hiver » sont également tres
importantes pour relancer I'élevage de nouvelles abeilles a la sortie de I'hivernage, gage
de la survie de la colonie. Un trop grand nombre d’abeilles prélevées par le frelon pourra
donc avoir des conséquences dramatiques pour la survie des colonies en hiver et juste
apres. C'est d’ailleurs ce que confirment les nombreux témoignages d’apiculteurs relatés
par les journaux apicoles, et que nous avons également nous-mémes relevés en les

interrogeant sur le terrain et par I'intermédiaire d'un questionnaire adapté.

Cet effort de défense ainsi que le nombre d’abeilles capturées a fortement affaibli les
deux colonies, D2 et D3. La premiére est morte avant I'arrivée de I'hiver et la deuxiéme

est morte au cours de 'hiver.

Il est a noter que nos analyses ont été réalisées en I'absence de colonies témoins qui
auraient pu nous permettre des comparaisons avec des colonies non soumises aux

attaques des frelons dans le méme écosysteme et aux mémes périodes. Mais, il n’est
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guere possible aujourd’hui dans cette région du sud-ouest, de trouver de telles colonies,

méme si la pression de prédation est variable d’'un rucher a un autre.

Pour conforter nos hypotheses, il serait aussi nécessaire d’obtenir des données sur la
floraison et la disponibilité de nourriture (pollen et nectar) pour les abeilles, autre

facteur qui influence fortement 'activité des colonies d’abeilles.

En conclusion, les données obtenues sur ces deux ruches suggerent que les colonies
d’abeilles présentes en France (ici la sous-espece A. m. mellifera) ne semblent pas
capables, a l'heure actuelle, de lutter efficacement contre le frelon V. velutinag,
contrairement a ce qui a été montré pour d’autres sous-especes d’abeilles attaquées par

des frelons.

Le seul comportement de défense induit par la pression de prédation du frelon
consisterait en une accumulation d’abeilles gardiennes sur la planche d’envol afin de

bloquer I'’entrée du frelon dans la ruche.

Par ailleurs, I'impact de V. velutina sur les ruchers n’est pas di seulement aux abeilles
qu’il préléve mais aussi a sa présence permanente devant les ruches, qui entraine un
arrét de I'activité de butinage. Si ses réserves de miel deviennent insuffisantes, la colonie

d’abeilles peut mourir de malnutrition au cours de I'hiver suivant.

Nos données confortent les nombreux témoignages de terrain sur l'affaiblissement des
colonies d’abeilles et leur surmortalité dus aux attaques de V. velutina. Elles apportent
des informations importantes sur le role joué dans cette surmortalité par I'effet direct de
la capture des abeilles par les frelons, et I'effet indirect de la présence de ces derniers

sur la diminution de I’activité de butinage ; ces deux facteurs s’additionnant.
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DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

Les invasions biologiques offrent des opportunités uniques de connaissance des
processus écologiques et évolutifs se produisant a des échelles spatiales et temporelles
larges ; processus qu'il ne serait pas possible d’étudier dans des conditions classiques
d’expérimentation pour des raisons éthiques ou logistiques (Sax et al. 2007). La biologie
de linvasion fournit ainsi un cadre d’étude de processus populationnels
(démographiques, adaptatifs, évolutifs) en cours, cette approche étant plus complexe a
entreprendre chez des especes locales ayant atteint un relatif équilibre avec leur

environnement.

Au cours de ma these, j'ai tenté d’apporter des éléments de réponse pour chacune des
étapes clés de l'invasion biologique du frelon a pattes jaunes, V. velutina en France : son
origine géographique, son introduction, son établissement, sa prolifération et son impact
sur une des espéces proies : 'abeille domestique A. mellifera. L’ensemble de ce travail a
été réalisé grace a une étude transversale qui s’est appuyé a la fois sur les concepts et
outils de la génétique des populations, dans ses déclinaisons analytiques les plus
récentes dans le champ de l'étude des especes envahissantes, et sur I’écologie
comportementale, au travers d’'une approche mélant observations automatisées a

distance et expérimentations sur le terrain.

Dans ce cadre, la génétique de l'invasion s’est avérée étre un outil pertinent pour I'étude
des facteurs historiques et évolutifs qui peuvent avoir favorisé I'établissement et
I'expansion de I'espéce en France. En particulier, I'étude du taux de polymorphisme des
marqueurs génétiques nous a permis d’'inférer des parametres démographiques clés, tel
que le nombre d’avenements d’introduction et I'estimation de la taille des propagules,
I'identification de l'aire d’origine et de la route d’invasion, et d’apporter des
informations pertinentes sur les premieres étapes de I'établissement de I'espece et sur

les processus évolutifs associés.

La caractérisation génétique des populations de V. velutina a permis de démontrer
que la population envahissante est issue d'une zone d’origine unique (la région chinoise
située a cheval entre les provinces de Zhejiang et Jiangsu). L’hypothése selon laquelle V.

velutina aurait été introduit par bateau lors de transport de poteries chinoises entre
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Yixing et la France autour de I'année 2004 semble donc tout a fait plausible d’'un point de
vue génétique. Par ailleurs, I'estimation de l'effectif efficace de la population introduite
suggere que la population francaise résulterait de l'introduction d’'une seule femelle,
fécondée par plusieurs males. Le nombre de générations écoulées depuis I'introduction

ont été estimées entre 7 et 10.

Une réduction de variabilité génétique est généralement considérée comme une
contrainte pour le potentiel adaptatif des especes confrontées a des environnements
nouveaux (Allendorf & Lundquist 2003). L’apparente perte de diversité génétique chez
V. velutina lors de son introduction en France n’a visiblement pas contraint le succes de
son invasion. Nous avons essayé de comprendre quels étaient les mécanismes
biologiques explicatifs. Nous avons donc entrepris une caractérisation génétique des
colonies de la lignée envahissante. Cette étude nous a permis d’apporter des
informations pertinentes sur le systeme d’accouplement de I'espéce. La constatation que
plusieurs lignées paternelles étaient présentes dans la population de V. velutina établie
en France, nous a permis de suggérer que la polyandrie pourrait avoir significativement
contribué au succes de l'invasion en permettant a '’espéce de surmonter certains des
facteurs potentiellement négatifs associés au processus invasif. En particulier,
I'existence d'une polyandrie chez V. velutina aurait accru la diversité génétique de la
descendance et par conséquent aurait augmenté les capacités de survie de l'espéce et

son adaptabilité vis-a-vis de 'environnement de la zone envabhie.

En dépit de la présence de males diploides, la population de V. velutina se maintient en
France et s’étend dans les pays limitrophes (Espagne, Belgique) ainsi qu’au Portugal.
Nous avons avancé I'hypothese que la polyandrie, rare au sein des Vespidae, aurait été
favorisée face aux risques d’effondrement de populations consécutifs a la production de
males diploides stériles (Page 1986). Chez A. mellifera Tarpy & Page (2001) ont montré
par la modélisation mathématique qu’'un grand nombre d’accouplements diminue le

risque de mortalité élevée due a I’émergence de males diploides au sein du couvain.

Les effets négatif de la consanguinité pourraient aussi avoir été réduits par
I’haplodiploidie, en raison de la purge alleles récessifs délétéres au cours du stade
haploide (male) que ce systéme de reproduction permet (Crozier 1985 ; Werren 1993;

Gerloff & Schmid-Hempel 2005).
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Un autre facteur susceptible d’avoir favorisé I’établissement et la prolifération de
I'espece en France est sans doute la large disponibilité en ressources du fait de la grande
abondance d'une de ses proies de prédilection : 'abeille domestique. Souvent I"absence
de co-évolution entre un prédateur introduit et les especes proies autochtones peut
engendrer une prédation exacerbée (Short et al. 2002) et une prolifération de l'espece
introduite en dépit d'un déclin drastique de nombreuses especes autochtones

(Williamson 1996).

La pression de prédation que V. velutina exerce sur les colonies d’abeille domestique et
les graves conséquences écologiques et socio-économiques de l'irruption de ce nouveau
facteur de perturbation de l'apiculture européenne m’a conduit a développer un tres
large volet d’observations et d’expérimentations. Mon objectif était d’évaluer si les
populations francaises de I'abeille domestique étaient ou non capables de développer un
comportement de défense efficace vis-a-vis du nouveau prédateur et, parallelement, de
mieux estimer l'incidence de V. velutina sur la dynamique annuelle des colonies
d’abeilles, afin de mieux comprendre son succes invasif et de préciser son impact. Les
résultats obtenus montrent que si I'abeille domestique est capable de développer une
stratégie de réponse aux attaques de frelon, via la constitution d’'un « mur d’abeilles »
sur la planche d’envol empéchant ce dernier de pénétrer dans la ruche, cette stratégie ne
permet pas aux abeilles de diminuer la pression de prédation. Le nombre de frelon tués
est négligeable. De plus, cet effort de défense mobilise 'essentiel des butineuses qui ne
peuvent plus assurer 'accumulation de réserves et n’empéche pas qu’'un grand nombre
d’abeilles soit capturée. La concomitance de ces deux facteurs peut entrainer la
disparition des colonies en période hivernale. Les suivis vidéo automatisés de l'activité
des abeilles et de la prédation des frelons confirment les déductions issues des

expérimentations précédentes :

- la mobilisation des abeilles pour protéger la ruche est concomitante de la
présence des frelons et se fait au détriment de l'activité de butinage des
ouvrieres ;

- la pression de prédation des frelons, maintenue au cours de l'automne, est
importante et augmente significativement la mortalité des colonies d’abeilles,

mettant celles-ci en péril a I'entrée de 'hiver.
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Ces résultats soulignent la gravité de l'invasion de V. velutina et France et conduisent a
s’interroger, comme nous le feront plus avant, sur les méthodes a utiliser pour en limiter

I'expansion.

Au terme de la présente étude, on peut tenter de procéder a une synthése des
connaissances et hypotheses dont on dispose quant aux différents facteurs qui ont pu
jouer un roéle dans le succes de linvasion du frelon asiatique. On distinguera
classiquement des facteurs extrinseques et des facteurs (traits de vie) propres au

frelon:

Facteurs extrinséques

- Facteurs climatiques et environnementaux: la comparaison des niches
climatiques entre la zone de distribution naturelle de ce frelon asiatique et les

zones d’invasion a permis de démontrer que la totalité du territoire frangais
ainsi que la plupart des pays d'Europe présentent des conditions
environnementales favorables a la survie et I'établissement de V. velutina
(Villemant et al. 2011a).

- Absence de compétiteurs (Enemy release hypothesis 1) : lorsqu’une espece est

introduite, les relations interspécifiques avec les especes autochtones peuvent
étre limitantes (Sakai et al. 2001). Le frelon a pattes jaunes a aussi
vraisemblablement bénéficié de la quasi absence de compétiteurs potentiels et
de la faible pression de compétition exercée par son compétiteur direct, le
frelon européen V. crabro. La comparaison du patron d’invasion entre France
et Corée ou le frelon a été également introduit vient appuyer cette hypotheése :
dans les années 2000, elle a été introduite en France mais aussi en Corée (Kim
et al. 2006), ou son expansion est toutefois limitée (Jung et al. 2008). Elle est
en effet confrontée en Corée aux six espéces de frelons locales alors qu’en
France une seule espece, le frelon d’Europe V. crabro, est présente (Villemant
etal 2011a).

- Absence de prédateurs et parasites (Enemy release hypothesis 2) : V. velutina

n’a probablement pas été introduit avec son cortege spécifique de prédateurs
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et parasites, susceptibles d’attaquer les frelons dans l'aire d’origine de I’espece.
L’absence, ou la faible pression exercée par des prédateurs locaux spécialisés a
probablement joué aussi un role dans le succés de l'invasion. L’INPN
(http://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/433589 /tab/fiche) indique que la Pie-
grieche écorcheur (Lanius collurio), la Bondrée apivore (Pernis apivorus) ou le
Guépier d'Europe (Merops apiaster), qui sont d’actifs prédateurs du frelon
d’Europe, sont susceptibles de s’attaquer aussi aux adultes du frelon asiatique,
mais aucune donnée quantitative ne semble exister a ce niveau et nous n’avons
pas observé de tels cas de prédation lors de nos observations de terrain.
L’INPN indique aussi que des Pics (Picus spp.) ainsi que des Pies (Pica pica) ont
été vus a la fin de 'automne perforer a coups de bec I’enveloppe d'un nid pour
consommer les derniers individus, larves ou adultes, de la colonie de frelons
en train de mourir.

- Abondance de ressources: V. velutina a sans doute bénéficié d'une large

disponibilité en ressources : la France comptait 1 360 973 en 2004 (Rapport
AFFSA 2008). En plus, il est un prédateur opportuniste et son régime
alimentaire peut varier selon le type d’habitat exploité (Muller et al. 2009).

- Absence de comportement de défense efficace des colonies d’abeilles en

France. Comme on I'a vu plus haut, les colonies francaises d’A. mellifera, qui
n’ont pas co-évolué avec le frelon asiatique et qui ne sont pas soumises a une
prédation d’ampleur similaire de la part de V. crabro, ne présentent pas une
stratégie efficace de défense contre V. velutina. Le comportement qu’elles
développent limite I'entrée éventuelle des frelons dans la ruche mais ne
diminue pas la pression de prédation.

- Absence de méthode de lutte efficace et sélective, aspect que je développerai
dans la suite de la conclusion.

- Absence de barriére physique a l'introduction. L’accroissement des échanges
économiques entre la zone d’origine et la France a certainement facilité
I'introduction. Nous avons vu que nos résultats étaient en accord avec

I’hypothése d’une introduction via l'importation de poteries destinées a
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I'élaboration de bonzais. -Le frelon asiatique est présent dans la zone de

production de ces poteries chinoises.

Facteurs intrinseques

Le frelon a pattes jaunes présente plusieurs traits de vie que I'on retrouve chez plusieurs

especes envahissantes, notamment chez les Hyménopteres :

- Haplodiploidie : comme on I’a vu plus avant, ce mode de reproduction peut avoir

une action de sélection purificatrice des alleles déléteres sur les génotypes
males hémizygotes.

- Polyandrie : Nous avons vu que ce trait de vie pouvait permettre aux especes
polyandres de surmonter certaines conséquences d'un processus invasif, en
particulier limiter la perte de diversité génétique associée au goulot
d’étranglement démographique qui caractérise souvent un phénomene invasif.

- Effet conjugué de l'haplodiploidie et de la polyandrie: ce sont ces effets

conjugués qui expliquent qu'une seule femelle polyandre a pu initier la
population qui a envahi le 50% du territoire francais.

- Grande capacités reproductrices : la polyandrie et le grand nombre d’individus

produit par colonie (jusqu’a 15 000) ont permis une croissance rapide de la

population.

- Spécialisation trophique : Il semble que V. velutina, tout en étant susceptible de
consommer d’autres arthropodes, présente une préférence pour I'abeille
domestique. Cette préférence peut étre plus apparente que réelle, le frelon
exploitant la ressource qui est a la fois la plus abondante et qui demande le
moins d’investissement dans sa recherche et sa capture.

- Stratégie de prédation: Le frelon présente une stratégie de prédation tres

efficace qui lui permet de prélever une proportion significative des abeilles
d’une colonie.

- Capacité de dispersion : L’expansion régionale spectaculaire de cette espece en
seulement un maximum de 10 générations depuis l'introduction peut
s’expliquer par les capacités de vol importantes des fondatrices (soit entre 15 et

40 km en une journée) (Villemant et al. 2011b). Au contraire l'invasion de
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départements francais et de localités situés loin du front d’invasion (Belgique,
Portugal, Cote d’Or, Ile de France) peut étre dii a une dispersion passive des
individus (transportés par 'homme). Toutefois pour confirmer cette hypothése
il faudrait analyser les individus récemment trouvés au Portugal et s’assurer
que ne dérivent pas d'une nouvelle introduction depuis I'Asie.

- Caractére cryptique des femelles hibernantes et des nids. Les femelles

hibernantes passent I'hiver cachées dans des abris et sont donc difficiles a
détecter. Ce caractere cryptique a pu aussi faciliter leur transport d’'un continent
a 'autre. Si la taille des nids de frelon en fin de saison est impressionnante, il
n‘en va pas de méme au sortir de I'hiver d’autant que leur positionnement,

souvent au somment d'un grands arbre, rend leur détection difficile.

Il est rare de pouvoir, pour une espece envahissante, faire la liste d’'un aussi grand
nombre de facteurs complémentaires réellement susceptibles d’avoir permis et facilité

une invasion.

Quelques perspectives appliquées sur la gestion des populations de V.

velutina.

Le frelon a pattes jaunes s’est établi avec succes en France, et la plupart des pays
d'Europe ont un risque non négligeable de voir ce frelon d’Asie s'y acclimater (Villemant
et al. 2011). Le frelon asiatique apparait donc comme une menace pour l'apiculture
européenne et représente un facteur supplémentaire de déclin des colonies d’abeilles

déja fragilisées par varroa, les maladies virales ou les pesticides (Jourdain 2010).

La question de la lutte anti-frelon a pattes jaunes est donc une question de grande
actualité. Actuellement, le piégeage est utilisé de maniere intensive par les apiculteurs,
qui assistant, impuissants, a 'attaque de leurs colonies et aux nombreuses mortalités
qu’elles engendrent, et essayent, comme il est compréhensible, de maitriser I'extension
de l'invasion et de réduire la pression sur leurs ruchers. Toutefois, I'utilisation actuelle

de systemes de piégeage se caractérise généralement par l'absence d’une gestion
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raisonnée qui est a l'origine d'impacts sur des especes non-cibles (Rome et al. 2011).
L’'impact sur la biodiversité d'un piégeage intensif peut donc étre important. Une
réflexion approfondie sur les moyens de contréle de 'espece s’avere donc nécessaire.
Les résultats de génétique des populations obtenus dans ce travail fournissent quelques

éléments de réponse.

On distingue classiquement trois types de lutte contre les invasions biologiques : les
méthodes préventives de quarantaine, I'éradication et les méthodes de controéles. Ces

différentes méthodes ne peuvent pas toutes étre envisagées pour V. velutina.

Les controles de quarantaine visant a prévenir les nouvelles introductions d’espéces
envahissantes sont essentielles contre leur propagation. Différents travaux montrent
que les bénéfices économiques attendus d’une politique de contréle de quarantaine sont
tres importants (Leung et al. 2002 ; Keller et al. 2007). D’'une maniere générale, ces
controles sont essentiels non seulement pour éviter le départ de propagules vers
d’autres zones, mais ils sont également nécessaires pour éviter des introductions
multiples. En effet, ces introductions multiples peuvent étre a I'origine de 'augmentation
de potentiel évolutif de l'espéce envahissante, par I'’hybridation et introgression
géneétique entre différentes populations (Ellstrand & Schierenbeck 2000 ; Facon et al.
2006; Kelly et al. 2006 ; Kelly et al. 2006 ; Lombaert et al. 2010). Dans le cas de V.
velutina, 1'étude génétique conduite au cours de cette these a permis de montrer que
I'introduction d’une seule reine peut générer une invasion a grande échelle ; l1a détection
rapide dans le port d’entrée semblerait donc étre la meilleure facon de prévenir une
nouvelle infestation ou l'introduction de nouvelles propagules. Toutefois, une telle
pratique visant a controler une introduction de I'espéce représente un défi majeur pour
le frelon d’Asie: une seule fondatrice échappée peut rendre ces actions de gestion
inefficaces. De plus la petite taille et la crypticité des femelles hibernantes rendraient
difficile une détection de ces dernieres et faciliterait leur transport sur de longues

distances.

Si I'éradication des especes envahissantes est la méthode préconisée par 'lUCN (2000)
et dans la Convention sur la Diversité biologique (article 8), cette solution semble
impossible dans le cas du frelon a pattes jaunes. En effet, 'espece s’avere étre bien

implantée en France et en pleine expansion, et la généralisation de piégeages de
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fondatrices au printemps pour éviter la constitution de nouvelles colonies, apparait
comme une approche pas suffisamment exhaustive pour étre couronnée de succes ; il est
en effet est probable que certaines femelles ne soient jamais capturées (chaque nid peut
produire jusqu’a 500 reines (Rome et al. 2011)). L’étude génétique conduit au cours de
cette these montre que la persistance d'une ou quelques fondatrices peut suffire a faire
échouer les tentatives d’éradication de l'espece. Cette méthode s’est déja avérée
inefficace au cours d’expérimentations de lutte réalisées en Nouvelle Zélande contre des
guépes invasives (Thomas 1960, Beggs et al. 2011). De plus, 'absence de pieges
spécifiques et la capture d'un grand nombre d'insectes non cibles pourrait perturber
I'équilibre environnemental (Rome et al. 2011). D’autres solutions doivent donc étre

envisagées pour limiter les populations de cet insecte.

Un moyen de lutte potentiellement plus efficace est la destruction de nids actifs avant la
production des sexuées (avant fin octobre) (Villemant et al. 2011). La mise a point d’'une
technique de détection de nids sur le terrain avec des puces RFID pourrait constituer

une solution (recherche de I'lRBI de Tours).

Dans le court terme, pour qu'un piege soit réellement efficace et puisse réduire la
pression de prédation que le frelon exerce sur les colonies Pour qu'un piege soit
réellement efficace, il faudrait que I'appat utilisé soit attractif pour le frelon asiatique,
répulsif pour les autres insectes et durable dans le temps. La recherche de méthodes de
piégeage sélectif par phéromone est en cours (recherche de I'INRA de Bordeaux) et les
résultats sont encourageants. L’étude du systeme olfactif et neuronal du frelon, qui fait
I'objet d’'une thése au laboratoire CNRS-LEGS, devrait permettre d’isoler les composés
chimiques impliqués dans les comportements sexuels ou de prédation du frelon et
d’apporter des informations importantes pour mieux lutter contre cette espece

envahissante.

Méme si peu de pistes existent pour envisager un contrdle biologique du frelon
asiatique, un accroissement des connaissances sur le role des prédateurs potentiels
présents en Europe est souhaitable. Une collaboration avec les scientifiques chinois en
vue de recherche d’éventuels agents pathogenes, parasites de couvain ou parasitoides

serait souhaitable en accompagnant une telle démarche de toutes les précautions
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nécessaires de maniere a éviter l'introduction d'un auxiliaire qui se révele nuisible a

d’autres especes autochtones.

PERSPECTIVES

Les résultats obtenus au cours de mon doctorat de recherche ont permis d’acquérir des
informations importantes sur les principaux traits biologiques du frelon asiatique, V.
velutina, espéce mal connue dans son aire d’origine. Aujourd’hui des questions restent
en suspend et des études complémentaires seront nécessaire pour éclaircir différents

points.

Plusieurs travaux se sont intéressés aux facteurs biologiques pouvant expliquer le
succes invasif des insectes sociaux. Ainsi, I'introduction des ces insectes sociaux dans un
nouvel environnement a souvent été associé a un changement dans le systéme de
reproduction et la structure sociale (Chapman & Bourke 2001). Nous avons démontré
que la stratégie de reproduction de V. velutina a joué un role déterminant dans le succes

de son établissement en France et sa prolifération.

Un des premiers travaux a mener en complément de la présente étude serait de
s’'intéresser a I'organisation sociale des populations de la zone d’origine et de comparer
cette organisation a celle observée en France afin de déterminer si un changement
d’organisation sociale entre populations introduites et autochtones a eu lieu a la suite de
I'introduction. Cette étude pourrait se faire rapidement puisque des collectes dans la
province chinoise du Zhejiang ont été récemment réalisées grace a une mission

d’échantillonnage conduite par Alain Roques (INRA d’Orléans).

En outre afin de pouvoir mieux comprendre quelles sont les bases biologiques qui ont
permis ce succes invasif, il serait intéressant d’étudier l'incidence a moyen et long
termes de la présence de males diploides et du goulot d’étranglement sur la dynamique
de la population de V. velutina dans la zone d’invasion. Dans ce sens, une compréhension
plus quantitative de la facon dont chacun des traits de vie de I'espece a affecté les
processus d'invasion est nécessaire. A cet effet, il pourrait étre intéressant de comparer
la variance génétique additive (AGV), qui correspond a la variance génétique due aux

effets additifs de tous les alléles des loci impliqués sur le trait phénotypique et donc a la

173



Caractérisation génétique et étude comportementale d’'une espece envahissante en France:
Vespa velutina Lepeletier (Hymenoptera, Vespidae)

fraction de variabilité génétique effectivement transmise a la descendance (Bossdorf et

al. 2005; Leinonen et al. 2007), entre la zone d’origine et la zone envahie.

En ce qui concerne les interactions entre le frelon et sa ressources trophiques principale,
les colonies d’abeilles, il sera nécessaire i) de mieux quantifier l'incidence de la
prédation sur les colonies d’abeilles et ii) d’étendre les études comportementales déja
réalisées afin d’évaluer les comportements de défense des différentes races d’abeilles
utilisées en France. A plus long terme, un suivi sur plusieurs années de différentes
colonies d'une méme sous-espece devrait permettre de déceler d’éventuels
changements dans la stratégie de défense des abeilles. Il est vraisemblable que le
caractéere « capacité de défense» sera pris en compte a l'avenir dans les plans

d’amélioration génétique de I'abeille domestique.

Des telles études permettraient d’apporter un complément intéressant au travail réalisé

lors de ma these.
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