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Résumé. — Depuis I’antiquité, la diversité des formes biologiques fascine, et fait I’objet de descriptions, d’analyses
et classifications. Alors que pendant des siecles la caractérisation de la biodiversité a reposé sur des critéres
morphologiques, I’avénement et le développement rapide des techniques moléculaires et des méthodes analytiques
associées ont permis de développer des approches complexes et intégratives pour étudier la biodiversité, tout en
incorporant les données issues de la morphologie. Ces approches se classent en trois catégories : 1) Les approches
microévolutives de type “génétique des populations”, basées sur de nombreux marqueurs moléculaires répartis
dans tout le génome, et qui renseignent sur la structure fine de la biodiversité en étudiant les processus de spéciation
(formation des especes). 2) Les approches de type barcoding, qui permettent de caractériser génétiquement un
individu et de lui assigner un nom d’espéce sur la base de la variation de la séquence d’ADN d’un ou de plusieurs
génes. Eventuellement, cette approche permet de définir les limites d’espéces. Combiné a la morphologie, le bar-
coding moléculaire a conduit a la taxonomie intégrative. 3) Les approches macroévolutives de type “phylogénies”
(établies sur des données moléculaires et/ou morphologiques), qui reconstruisent les relations de parenté entre
especes et sont donc non seulement informatives sur la systématique du groupe étudié, mais également sur les
processus évolutifs qui en ont structuré la biodiversité (biogéographie historique, role de caractéres particuliers
dans la diversification du groupe, variation des taux de diversification dans le temps ou entre lignées...). Ces
trois approches, qui peuvent étre combinées entre elles ainsi qu’aux approches morphologiques, ont contribué a
mieux caractériser et comprendre les facteurs a ’origine de la biodiversité, par exemple en mettant en évidence
des especes cryptiques (des espéces qui se ressemblent tellement qu’elles étaient considérées comme une seule et
méme espéce), notamment chez les Insectes ; en bouleversant les classifications traditionnelles ; ou en remettant
en cause le paradigme de I’isolement géographique dans la formation des especes. Bien que la contribution de ces
approches modernes soit notable, elles restent cependant trés complexes et perfectibles. Plus important encore, il
est essentiel aujourd’hui d’intégrer des experts de divers domaines pour appréhender sous divers angles et mieux
comprendre cette biodiversité.

Abstract. — Discovery and analysis of biodiversity: the current tools. Since the antiquity, the diversity of forms has
fascinated people and has been the subject of description, analyses and classifications. For centuries, characte-
rising biodiversity has relied on morphological characters. The rapid development of molecular technologies
and analytical methods now allows developing complex and integrative approaches to study biodiversity, while
incorporating morphological data. These approaches can be classified into three categories: 1) Microevolutionary
population genetics approaches that use markers spread across the genome and unravel biodiversity fine-scale
structure, providing insights into speciation processes (species formation). 2) “Barcoding” approaches, which
relies on the genetic characterisation of individuals and to assign them a species name based on DNA sequence
variation of one or several genes. This approach enables defining species limits. The combination of molecular bar-
coding and morphology results in integrative taxonomy. 3) Macroevolutionary phylogenetic approaches (based
on molecular and/or morphological data) that show the pattern of relatedness among species and provide insights
into systematics and into evolutionary processes that structure biodiversity (historical biogeography, role of charac-
ters in diversification, variation of diversification rates...). These three approaches, which can be combined and
associated with morphological approaches, have improved the characterisation and the understanding of factors
that shape biodiversity. Examples include the discovery of cryptic species (species that look so similar that they
were not distinguished), particularly on insects; changes in traditional classification; and the questioning of the
paradigm of geographical isolation in species formation. Although the contribution of these modern approaches
is important, they remain complex and largely perfectible. Importantly, it is essential to integrate experts from
various fields to understand biodiversity better.

Keywords. — Biodiversity studies, barcoding, phylogeny, population genetics.
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Depuis I’antiquité, les hommes se sont intéressés a classer les organismes vivants en
catégories hiérarchisées plus ou moins fines en fonction de leur ressemblance morphologique,
selon leur rapport aux différents organismes. Ainsi Aristote classe-t-il les animaux en anaima,
les animaux qui n’ont pas de sang, correspondant aux invertébrés, et enaima, les animaux a
sang (les Vertébrés), ces groupes étant eux-mémes subdivisés en sous-catégories (par exemple
chez les invertébrés les animaux segmentés, les animaux mous, ceux a coquilles dures, ceux
a coquilles molles), puis en espéces. La nomenclature binominale établie par Linné au xviu®
siecle, toujours en vigueur aujourd’hui, offre un cadre systématique et général a la classification
du vivant, ce qui représente un progres considérable pour la caractérisation de la diversité bio-
logique. En parall¢le, I’idée que les especes ne sont pas des entités fixes, mais se transforment
au cours du temps, et méme se divisent et dérivent les unes des autres, se développe et culmine
au xix¢ siecle avec la théorie de 1I’évolution par sélection naturelle proposée indépendamment
par Darwin et Wallace. Dés lors, 1’étude du vivant ne se limite plus a classer les organismes,
une tache qui est d’ailleurs loin d’étre aisée (voir Encadré 1), mais également a comprendre
leur origine et leur diversification au cours du temps. Ces nouvelles questions relévent de la
biologie évolutive, une discipline en plein essor depuis I’avénement de la génétique molécu-
laire au xx° siécle. En effet, alors que les classifications hiérarchiques de la diversité biologique
ont essentiellement reposé sur des caractéres morphologiques, trop souvent objets de convergence
ou de réversion, 1’utilisation de caractéres moléculaires apporte une nouvelle source de varia-
bilité, moins sujette (bien que non exempte) a ces inconvénients. De méme que pour les caractéres
morphologiques, les individus et entités peuvent étre classés et hiérarchisés en fonction de leur
similarité moléculaire. Les caractéres moléculaires peuvent prendre la forme d’alléles enzy-
matiques (les allozymes) ou de séquences d’ADN de différents types (séquences de génes,
séquences répétées non codantes, fragments de restriction distribués aléatoirement,...). Les
caracteres morphologiques et moléculaires permettent non seulement de délimiter les especes
(voir encadré 1), mais aussi de reconstituer la phylogénie des espéces, c’est-a-dire les relations
de parenté des especes entre elles. Les phylogénies permettent alors d’explorer la diversification
des especes au cours du temps.

Grace aux nouvelles générations de séquengage de ’ADN (séquengage a haut débit), il
est maintenant possible d’obtenir des centaines de milliers de marqueurs moléculaires répartis

Encadré 1. — Les principaux concepts d’espéce.

Définir ce qu’est une espece n’est pas aussi simple qu’il n’y parait, particuliérement chez les Insectes.
Pendant longtemps la délimitation des espéces a reposé sur des caracteéres morphologiques diagnos-
tiques (concept morphologique). L’avantage du concept morphologique est qu’il est applicable a la
grande majorité des organismes vivants. Mais ce concept, qui dépend des caracteres identifiés comme
“diagnostiques”, présente le risque de ne pas distinguer des espéces qui ne présentent pas de diffé-
rences morphologiques évidentes sur les caractéres choisis (espéces cryptiques), ou au contraire de
séparer des individus qui présentent une variation infra-spécifique. En 1942, Ernst Mayr a proposé
le concept biologique de ’espéce (MAYR, 1942), basé sur I’interfécondité effective ou potentielle des
individus. En d’autres termes, les espéces sont des groupes d’individus isolés reproductivement les
uns des autres. Si le concept biologique est largement accepté aujourd’hui, tester I’interfécondité des
individus s’avere bien souvent difficilement réalisable en pratique, voire impossible dans le cas des
organismes fossiles ou asexués. Le développement de la génétique moléculaire a introduit de nouveaux
concepts d’especes, basés sur la proximité génétique des individus (concept génétique) ou sur la
descendance exclusive d’un ancétre commun (concept phylogénétique), mais qui présentent eux aussi
des inconvénients, comme d’attribuer un statut d’espéce a des sous-especes. En pratique, c’est souvent la
combinaison de plusieurs approches qui permet de délimiter les espéces, ce qui est un préalable indis-
pensable aux analyses d’évolution de la biodiversité.
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dans tout le génome. En paralléle, et grace aux innovations dans le domaine de la bio-informatique, de
nouvelles approches statistiques d’analyse de la biodiversité se sont développées ces derniéres
décennies. Basées sur la comparaison de scénarios évolutifs au moyen de leur vraisemblance
(la probabilité d’observer les données sous un scénario donn¢), ces nouvelles méthodes d’ana-
lyse permettent par exemple de déterminer quel scénario de diversification parmi plusieurs est
le plus probable. Les nouvelles technologies de séquengage combinées aux nouvelles approches
statistiques permettent une exploration de la biodiversité sans précédent, a une large échelle.
Dans cet article, nous présentons les principales innovations méthodologiques de ces dernicres
années et leurs applications dans la caractérisation et la compréhension de la mise en place
de la diversité chez des groupes d’insectes. Ces méthodes ont été beaucoup utilisées chez les
Vertébrés et les Plantes, mais relativement peu chez les Insectes, qui posent des défis taxono-
miques en raison de leur grande diversité spécifique, la présence d’espéces cryptiques, leurs
modes de vie variés ou encore leur petite taille. Révéler les patrons de diversification des
Insectes apportera donc beaucoup de nouvelles informations quant a la découverte de la bio-
diversité et a la compréhension des processus de diversification générant cette biodiversité.

Etudier la biodiversité a I’échelle périspécifique : des approches microévolutives de type
“génétique des populations”. — Les approches microévolutives concernent la formation récente
ou contemporaine d’especes (la spéciation, cf. encadré 2). Elles se fondent sur le concept bio-
logique de I’espéce, et plus particulierement sur les échanges de génes liés a 1’interfécondité
des organismes d’une méme espece. Il est possible de quantifier ces échanges de génes grace
a des marqueurs moléculaires, dont les différentes techniques sont détaillées plus bas : c’est ce
que I’on appelle la génétique des populations.

Le principe de la génétique des populations est d’utiliser des “marqueurs” distribués
dans le génome et eux-mémes non soumis a sélection (marqueurs neutres), pour retracer les
¢échanges de genes entre populations ou groupes d’individus, ce qui aidera a déterminer le degré
d’isolement reproductif entre ces populations. Ces marqueurs doivent avoir une variabilité inter-
individuelle suffisante pour rendre compte de la structure des populations. Les marqueurs actuels
sont tous obtenus au moyen d’une étape d’amplification de I’ADN, la PCR (Polymerase Chain
Reaction). On peut utiliser des séquences de génes qu’on suppose peu soumis a s€lection
dans le contexte qui nous intéresse (par exemple si ’on s’intéresse a des races d’Insectes
phytophages inféodés a différentes plantes nourriciéres, le géne mitochondrial COI, impliqué

Encadré 2. — La formation des especes et le continuum de la spéciation.

La formation des espéces, ou spéciation, correspond a la mise en place d’un isolement reproductif
entre groupes d’organismes. Lorsque 1’isolement reproductif est total et que les organismes ne peuvent
plus échanger de génes, ils appartiennent a des especes différentes. Mais en pratique, il existe tout un
continuum entre la situation ou les organismes échangent librement des genes (ils appartiennent alors
a la méme population, au sein de laquelle les individus s’apparient de fagon aléatoire), et celle ou ils
n’en échangent aucun. En effet, a part dans de rares cas ou la spéciation est instantanée (par exemple
du fait de remaniements chromosomiques majeurs qui empéchent la production de cellules sexuelles
— les gameétes — chez les individus hybrides), la mise en place des barriéres reproductives se fait
progressivement. Cette mise en place peut se faire par hasard, lorsque les populations sont séparées et
accumulent des mutations différentes qui affectent la viabilité et la fécondité des éventuels hybrides,
et/ou sous I’effet de la sélection, par exemple lorsque les organismes s’adaptent progressivement a
différentes ressources ou habitats (spéciation adaptative), ce qui peut avoir lieu méme en ’absence de
barriére physique. Il peut donc y avoir des échanges de génes méme entre taxons considérés comme
des especes a part entiére, mais ces échanges restent trés limités, et devraient diminuer au cours du
temps jusqu’a ce que les taxons soient entiérement isolés reproductivement.
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dans la respiration, n’a sans doute aucune influence sur 1’adaptation a la plante et peut étre
considéré comme neutre). Mais les génes ont souvent une variabilité trop faible a I’échelle de
temps dont reléve la génétique des populations. D’autres marqueurs, situés dans des régions
du génome non codantes (qui ne sont pas transcrites en génes), sont beaucoup plus variables
et permettent de retracer I’histoire récente des populations. C’est par exemple le cas des
marqueurs microsatellites : il s’agit de courts motifs d’ADN, par exemple CA ou AAT, répétés
des dizaines de fois, la variabilité résidant dans le nombre de répétitions. Un inconvénient des
microsatellites est qu’il faut d’abord les détecter dans le génome avant de pouvoir les utiliser,
et qu’ils sont parfois peu nombreux. Les marqueurs basés sur les fragments de restriction
n’ont pas cet inconvénient. Ce sont des marqueurs que 1’on obtient en digérant I’ ADN par des
enzymes dites “de restriction”, qui reconnaissent de courts motifs d’ADN spécifiques (sites de
restriction) et le coupent uniquement a ces endroits. Ces motifs sont répartis de fagcon plus ou
moins homogeéne dans le génome, en fréquence plus ou moins grande, et on peut choisir une
enzyme qui coupe souvent, ou moins souvent, voire une combinaison de plusieurs enzymes.
Les AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), trés utilisés a la fin des années 90 et
début des années 2000, reposent sur une amplification sélective de fragments d’ADN obtenus
par digestion par deux enzymes de restriction. On obtient des centaines de fragments de longueurs
différentes, dont la présence varie entre individus en raison de la présence ou non du site de
restriction, ou de la longueur de la séquence entre deux sites de restriction. Les AFLP sont ainsi
des marqueurs variables et abondants, répartis dans tout le génome, et qui peuvent étre géné-
rés immédiatement sur n’importe quel organisme. Mais on peut aller encore plus loin grace
aux nouvelles technologies de séquengage, qui permettent de séquencer de grandes quantités
d’ADN sans connaissance préalable du génome des espéces étudiées. Au lieu de se contenter de
la présence ou la taille des fragments de restrictions comme source de variabilité, on peut en
obtenir la séquence, ce qui permet de détecter la variabilité au niveau nucléotidique (Single
Nucleotide Polymorphism, ou SNP). C’est le principe des marqueurs RAD (Restriction site
Associated DNA), qui générent des centaines de milliers de SNPs, répartis dans tout le génome.
Il existe donc une diversité de techniques permettant de générer des marqueurs pour 1’étude de
la génétique des populations.

La génétique des populations a par exemple permis de préciser le statut taxonomique des
parasites sociaux chez les Hyménoptéres. Ainsi, la fourmi Myrmica rubra (Linné, 1758) abrite
un parasite social qui exploite les ouvriéres, qu’on a longtemps considéré comme une espéce
a part entiere (M. microrubra Seifert, 1993), puis comme une simple morphe microgyne (avec
une reine de petite taille) de M. rubra (STEINER ef al., 2006). Une étude récente utilisant quatre
marqueurs microsatellites et des séquences mitochondriales a montré que le parasite social était
fortement différencié de son hote, avec lequel il échange trés peu de génes malgré la coexistence
des deux taxons au sein des mémes nids (VEPSALAINEN et al., 2009). Les auteurs concluent que
le parasite social est une espéce émergente, certes pas encore entierement isolée reproducti-
vement de son espéce hote, mais suffisamment pour posséder une intégrit¢ morphologique
et écologique méme en présence de 1’hdte. De méme, la génétique des populations a permis
d’éclairer la structure du complexe de papillons mimétiques Heliconius melpomene-cydno
(Lepidoptera, Nymphalidae). Une premicre étude basée sur 12 marqueurs microsatellites et
des croisements en captivité a mis en évidence que 1’espece Heliconius heurippa (Hewitson, 1854),
phénotypiquement intermédiaire entre H. melpomene (Linné, 1758) et H. cydno (Doubleday,
1847), avait une origine hybride entre ces deux espece (MAVAREZ et al., 2006). Plusieurs travaux,
combinant des analyses de génétique des populations (marqueurs microsatellites et séquences
de génes) a des mesures morphométriques et des expériences de choix de partenaire, ont ensuite
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débattu du statut de différents taxons apparentés a H. cydno et H. melpomene, et regroupés
sous le nom de H. timareta (Hewitson, 1867) (GIRALDO et al., 2008 ; MEROT ef al., 2013). Une
étude récente utilisant des séquences RAD a pu confirmer qu’H. timareta formait bien une espéce
a part enticre, plus apparentée a H. cydno qu’a H. melpomene, et qu’H. heurippa était trés
apparentée a H. timareta et peut-étre méme une sous-espece de cette derniére. H. timareta semble
complétement isolée reproductivement d’H. cydno, mais en revanche échange des génes a tres
faible fréquence avec H. melpomene.

Les marqueurs moléculaires issus des nouvelles technologies de s€quengage, comme les
séquences RAD, permettent aussi pour la premiére fois de comprendre comment se construit
la divergence au niveau du génome au cours du processus de spéciation, avec par exemple la
mise en évidence d’iles génomiques de divergence (FEDER & NosiL, 2010), ou les régions affectées
par la divergence sont regroupées sur les chromosomes et s’étendent progressivement.

Par leur nombre et leur distribution dans tout le génome, ces marqueurs rendent possible
une exploration de la biodiversité sans précédent, méme chez des espéces peu étudiées. En
revanche les traitements bioinformatiques et statistiques associés aux nouvelles technologies
de séquencgage sont de plus en plus lourds, et demandent a la fois plus de moyens humains et
plus de temps.

Si les méthodes de génétique des populations, particuliérement celles reposant sur les
technologies récentes, sont trés puissantes pour détecter la structure fine de la biodiversité et
ainsi pour mieux délimiter les taxons et évaluer les échanges de génes entre eux, leurs utilisateurs font
rarement I’économie d’analyses morphologiques, morphométriques et parfois écologiques et
biogéographiques, qui permettent de confirmer, ou non, les résultats des analyses génétiques.

Un outil universel d’identification et de délimitation des espéces : le barcoding ADN. —
Depuis I’avénement du systéme binominal de Linné, environ deux millions d’espéces ont été
décrites, dont un million d’Insectes. Cependant, des estimations de la diversité montrent que la
richesse spécifique est bien plus élevée (Mora et al., 2011 ; BASSeT et al., 2012). Face a ce défi,
le développement d’outils pour accélérer I’inventaire du vivant a été sollicité (BLAXTER, 2003 ;
WiLson, 2004). Quel naturaliste n’a pas révé d’une petite machine qui, tel un lecteur de code-
barres d’un magasin, scannerait un échantillon prélevé sur le terrain et identifierait 1’espéce
auquel cet échantillon appartient ?

Avec le développement rapide de la biologie moléculaire et le séquencage de génes, la
méthode du barcoding prétend aller dans cette direction. De méme que les codes-barres des
produits de I’industrie permettent d’identifier ces produits, une courte séquence d’ADN peut
fournir une diagnose rapide des espéces. Comme les codes-barres commerciaux, I’utilisation de
ces codes-barres ADN (barcode ; HEBERT ef al., 2003) nécessite la construction d’une banque
de séquences ADN exhaustive qui relie les noms d’espéces aux codes-barres ADN.

Le barcoding repose sur la variabilité d’un fragment d’ADN judicieusement choisi, de
fagon a ce que la variabilité intra-spécifique soit faible, et la variabilité inter-spécifique, relati-
vement forte (voir fig. 1). De mani¢re simpliste, un seuil de variation peut étre caractérisé pour
chaque groupe taxonomique (de 2 a 12 % selon les taxa) au-dessus duquel les groupes n’appar-
tiennent pas a la méme espéce mais forment a la place un taxon supra-spécifique (MEYER &
Pauray, 2005). Chaque espece serait donc identifiable grace a la séquence de ce fragment, qui
serait alors I’équivalent d’un code-barres. Chez la plupart des animaux, et en particulier chez
les Insectes, c’est la premiére moitié du géne mitochondrial cytochrome oxydase I (COI) qui
fait office de barcode (HEBERT et al., 2003).

Gréace a I’assignation d’une séquence d’ADN a un nom binominal latin, cette méthode
s’applique a de nombreux domaines. Au départ utilisée pour des applications agroalimentaires
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. Variation intra-spécifique (ou coalescence)

. Variation inter-spécifique (ou spéciation)

A « Barcoding gap »
ﬁ
Chevauchement
€ —
B

Distance génétique

Fig 1. — Schéma expliquant le “barcoding gap” dans un cas optimal et montrant le chevauchement dans un cas plus
complexe. La distribution de la variation intra-spécifique est indiquée en vert, et la variation inter-spécifique en bleu.
(A) Dans un monde idéal ou on utilise le barcoding ADN pour identifier les individus, la variation génétique intra- et
inter-spécifique ne se chevauche pas, on peut observer un “barcoding gap”. (B) Une version alternative ou cette méme
variation intra- et inter-spécifique est chevauchante et ne permet plus de discriminer les individus ce qui augmente le
taux d’erreur a I’assignation.

(tragabilité de produits alimentaires), son application a tout stade de la vie fait que le barcoding
arapidement trouvé de nouvelles applications. Ainsi, cette approche est employée en agronomie
(identification des ravageurs et de leurs stades larvaires), en biosécurité (ARMSTRONG & BALL,
2005), en biologie de la conservation (connaissance exacte des espéces a protéger) ou en para-
sitologie (identification des vecteurs).

Par la suite, le barcoding a été utilisé pour inventorier le vivant en établissant une
banque de données ADN et en découvrant de nouvelles espéces cryptiques. L’un des premiers
exemples d’utilisation du barcode est la détection d’espéces cryptique chez le papillon néo-
tropical Astraptes fulgerator Walch, 1775 (Lépidoptera, Hesperiidae) (HEBERT et al., 2004).
En comparant les séquences de COI de prés de 500 spécimens récoltés sur différentes especes
de plantes nourricicres, les auteurs ont trouvé plusieurs groupes au sein desquels la variabilité
des séquences était tres faible. En confrontant ces groupes a des données écologiques (plantes
nourricieres) et de morphologie larvaire, les auteurs ont ainsi identifié 10 especes cryptiques.

Cet élan de taxonomie moléculaire (TauTz ef al., 2003) a favorisé ’apparition de méthodes
statistiques associées a des phylogénies moléculaires reconstruites a partir de données de barcoding.
Notamment, cela a amené le développement des méthodes de délimitation d’espéces comme
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I’¢tude de Pons et al. (2006) qui propose un outil utilisant a la fois un modéle de coalescence
(qui décrit les relations d’apparentement entre individus a 1’échelle intra-spécifique) et un modele
de spéciation (qui décrit les relations d’apparentement entre espéces) visant a estimer un seuil
de divergence en deca duquel les individus appartiennent a une espece (dite espéce supposée)
et au-dela duquel les branchements représentent des événements de spéciations (voir fig. 2).
Appliquée au genre australien Rivacindela Nidek, 1973 (Coleoptera, Cicindelidae) avec un
échantillonnage de 468 individus représentant plusieurs sites géographiques, Pons ef al. (2006)
reconstruisent tout d’abord la phylogénie moléculaire et appliquent leur méthode. En analysant
leur phylogénie, ils découvrent 47 espéces alors que la richesse spécifique était initialement
mal connue.

Cependant, et malgré I’intérét de ce type d’approche pour étudier la biodiversité, le barcoding
souffre certaines critiques a la fois techniques, conceptuelles, et aussi philosophiques. Reposant
sur I’utilisation d’un seul marqueur mitochondrial pour assigner un individu a une espéce, une
des premicéres critiques formulées a 1’égard du barcoding est le choix du marqueur, son degré
d’information pour tous les groupes, et les problémes inhérents a I’ADN mitochondrial (Funk
& OmLanD, 2003). Pour résoudre ceci, les études récentes utilisent une série de génes plutot
qu’un seul, et en incluant a la fois génes mitochondriaux et génes nucléaires pour capturer plus
d’information sur la variation génétique intra- et inter-spécifique (CONDAMINE et al., 2013a;
voir fig. 2).

Ensuite, I’effet de I’échantillonnage, notamment géographique, peut avoir un fort impact
sur I’estimation de la diversité génétique et donc de la diversité spécifique (BERGSTEN ef al.,
2012). En échantillonnant peu de localités pour des espéces a larges distributions, il y a une
probabilité de négliger une partie de sa diversité et donc de sous-estimer les especes cryptiques.

Certains auteurs ont ensuite soulevé un probléme potentiel au niveau des méthodes pour
1) reconstruire des phylogénies moléculaires mixant événements de spéciation dichotomiques
et de coalescence (I’évolution réticulée que ’on trouve au sein des populations), ou pour
2) délimiter le niveau intra- et inter-spécifique lorsque la diversification est rapide et les popu-
lations de grande taille, ou des espéces proches peuvent alors partager les mémes barcodes
(ELias et al., 2007). Aujourd’hui, de nombreuses méthodes peuvent étre appliquées pour éviter
certains biais méthodologiques.

Enfin, le barcoding souléve des problémes d’ordres philosophiques a savoir que certains
chercheurs croient qu’il y a mise en péril de la taxonomie classique, a cause d’une compétition
entre cette derniére et le barcoding, entrainant ainsi une perte de connaissance en histoire
naturelle et de financements pour la taxonomie plus traditionnelle (WiLL et al., 2005 ; WiLL &
RuBINOFF, 2004). WHEELER (2005) défend la taxonomie comme un complément a la biologie,
en tant que science indépendante, exploratrice, analytique et dont le but est de classer les étres
vivants. L’identification (taxonomie appliquée) est importante mais n’est pas un programme de
recherche (WHEELER, 2005). Ainsi, le barcoding améne beaucoup d’informations mais peu de
connaissances et va permettre de découvrir de nombreuses espéces sans les décrire, ni les nom-
mer (WHEELER, 2005 ; WiLL & RuBNoFF, 2004). De plus, certains craignent que 1’approche soit
favorisée en faveur de la taxonomie traditionnelle et que cela ampute les financements alloués
a la taxonomie classique (WiLL ef al., 2005). Selon la majorité des auteurs, le barcoding ne
peut remplacer la taxonomie et reste un outil comme un autre mais n’est pas une substitution a
la taxonomie traditionnelle, ni un outil pour inférer les phylogénies (WHEELER, 2005 ; WILL et
al., 2005). Mais comme le signalent SAVOLAINEN ef al. (2005), la phylogénie moléculaire était
trés critiquée il y a 10-20 ans, et le barcoding connait a présent le méme sort. Selon eux, cette
approche finira par entrer dans les meeurs des taxonomistes au bout d’un certain temps.
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Bien que les données de barcoding et les résultats obtenus en utilisant des approches
de délimitation d’espéces aménent des conclusions intéressantes et nouvelles, il est nécessaire
aujourd’hui que ce type de données soit combiné avec d’autres approches plus traditionnelles
comme par exemple des données de morphologie et/ou morphométrie, des données écolo-
giques et de terrain. Cette approche, aussi appelée taxonomie intégrative (Dayrar 2005 ;
ScHLICK-STEINER et al., 2010), est maintenant de plus en plus employée, et permet d’obtenir
une rigueur dans 1’analyse et la découverte de la biodiversité.

Etudier la diversité entre les espéces (systématique et diversification) : des approches
macroévolutives de type “phylogénies”. — La macroévolution représente 1’é¢tude des change-
ments évolutifs qui se produisent au niveau de 1’espéce et entre les espéces, et ceci sur de
longues périodes de temps (dépassant largement I’espérance de vie humaine). Selon beaucoup
d’auteurs, la spéciation marque la limite entre la fin de la microévolution et le commencement
de la macroévolution. Tout d’abord réservée aux paléontologistes qui utilisent le registre fossile (ex.
LABANDEIRA & SEPKOSKI, 1993 ; ALroy, 2010), la macroévolution est aujourd’hui de plus en
plus étudiée via la reconstruction des phylogénies (CONDAMINE et al., 2013b). Une phylogénie
est un arbre évolutif qui retrace les relations de parenté entre les espéces d’un groupe. Initiée par
HenniG (1965), la phylogénétique permet de reconstruire des phylogénies a 1’aide de carac-
téres morphologiques et/ou moléculaires (séquences d’ADN) et en se basant sur le principe
de ’homologie. Le but de la phylogénétique est de ne rassembler dans un méme groupe (ou
clade, un ancétre commun et tous ses descendants) que les espéces qui partagent des caractéres
homologues : lorsqu’une ressemblance entre deux espéces peut étre attribuée a une ascen-
dance commune, on parle d’homologie. La phylogénétique repose donc sur I’identification de
I’homologie des caracteres.

Avec I’avénement de la phylogénétique, la systématique a été bouleversée a la lumiére
des découvertes dans les derniéres décennies. La classification phylogénétique a méme remplacé
peu a peu la classification classique qui établit des groupes en fonction de critéres morpho-
logiques basés sur la ressemblance globale, alors que la classification phylogénétique regroupe
les espéces en fonction de leurs liens de parenté. En entomologie, les études phylogénétiques
ont permis de confirmer 1’existence de certains groupes, mais a la fois de redéfinir des groupes et
d’en créer d’autres. Des avancées spectaculaires ont été réalisées quant a la compréhension
de I’organisation et classification des groupes de haut rang taxonomique comme les relations
entre ordres (KJEr, 2004 ; WIEGMANN et al., 2009 ; McKENNA & FARRELL, 2010 ; TRAUTWEIN
et al., 2012). De maniére similaire, des études ont grandement contribué a améliorer les
connaissances sur les relations au sein des ordres [Coléoptéres (Bocak et al., 2013); Hemi-
ptera (CryaN & UrBaN, 2012); Lépidopteres (REGIER et al., 2013) ; Trichopteres (KJER et al.,
2002)], des super-familles [Cercopoidea (Cryan & Svenson, 2010) ; Chalcidoidea (MUNRO ef
al., 2011) ; Curculionoidea (McKENNA ef al., 2009) ; Papilionoidea (HEIKKILA ef al., 2012)] ou
dans les familles [Chironomidae (CRaNSTON et al., 2010); Dytiscidae (RIBERA et al., 2008);
Nymphalidae (WAHLBERG et al., 2009)]. Cependant, la quéte d’un arbre complet des Insectes
est aujourd’hui illusoire, et il reste un effort important a faire avant que la plupart des groupes
soient étudiés. Témoin en est : la phylogénie la plus compléte pour I’ordre des Coléopteres ne
contient pas plus de 2 % de la diversité totale du groupe (Bocak et al., 2013). Pourtant réaliser
une phylogénie de plus de 8000 especes représente déja un défi de taille avec les méthodes et
données actuelles.

Outre ’aspect systématique, les phylogénies fournissent un cadre évolutif qui peut étre
calibré dans le temps (ou daté). La datation moléculaire permet a partir d’une phylogénie
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Fig. 2. — Arbre phylogénétique de Papilio sous-genre Achillides, montrant des groupes de spécimens reconnus comme des
espéces supposées. Un groupe génétique reconnu comme une espece supposée possede des branches rouges, elles-mémes
séparées par une branche plus longue noire. Le seuil (ligne verticale en pointillés) délimite la variation inter-spécifique
(a gauche) et intra-spécifique (a droite). L’encadré dans le coin supérieur montre ce seuil sur un graphique du nombre
des lignées en fonction du temps. L’augmentation soudaine du taux de branchement, indiquée par une ligne rouge,

correspond a la limite entre la variation inter-spécifique et intra-spécifique.
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d’obtenir un arbre daté (ou chronogramme) représentant le temps d’évolution d’un groupe
depuis son origine jusqu’au présent (voir fig. 3). Trés souvent, les groupes sont apparus il y a
plusieurs millions d’années, 285 millions d’années pour les Coléopteres par exemple (HUNT et al.,
2007). En phylogénétique, I’hypothése de I’horloge moléculaire est une hypothese selon laquelle
les mutations génétiques s’accumulent dans un génome a une vitesse globalement propor-
tionnelle au temps géologique (ZUCKERKANDL & PAULING, 1962). Elle permet de relier le taux
de mutation des génes au rythme de diversification de I’espéce, d’établir une échelle chrono-
logique d’évolution et un lien temporel entre les espéces. Ainsi 1’horloge moléculaire permet
de dater des événements de spéciation a 1’aide de méthodes phylogénétiques de plus en plus
développées (DRUMMOND et al., 2012 ; RoNQuIST et al., 2012). Cependant, au fur et a mesure
de I’accumulation de données génétiques et ’amélioration des méthodes statistiques, il est
clairement apparu que I’hypothése de 1’horloge moléculaire a souvent été¢ invalidée, du moins
dans certaines parties de la phylogénie. Pour prendre en compte la variation des changements
d’horloge moléculaire a travers le temps et les clades, de nouvelles approches ont été propo-
sées afin de relacher cette contrainte d’horloge moléculaire stricte via I’utilisation de modéles
statistiques plus sophistiqués (maximum de vraisemblance, méthodes bayésiennes), que 1’on
appelle “horloge moléculaire relachée” (THORNE ef al., 1998 ; DRUMMOND et al., 2006). 11 est
désormais possible de calibrer I’horloge moléculaire dans certaines parties de la phylogénie en
utilisant des contraintes temporelles appelées calibrations (ce sont généralement des fossiles).
Les études de datation actuelles ont pour avantage de donner des temps de divergence entre
especes plus précis, et en accord avec les données paléontologiques. De par leur registre fos-
sile pauvre [mais pas inutile (LABANDEIRA & SEPKOsKI, 1993)] en comparaison a leur diversité
actuelle, les études de datation de phylogénie moléculaire ont grandement bénéficié a ’analyse
de I’origine de la biodiversité entomique (HUNT ef al., 2007 ; WAHLBERG et al., 2009 ; WIEGMANN
et al.,, 2011 ; CoNnDAMINE et al., 2012 ; CRANSTON et al., 2012 ; CRUAUD et al., 2012 ; MOREAU &
BELL, 2013).

Comme I’avénement de la phylogénie, le rapide essor de la datation moléculaire a
engendré un développement paralléle de méthodes qui visent a analyser les chronogrammes,
notamment pour estimer les taux de spéciation (formation d’espéces) et taux d’extinction
(disparition d’espéces) afin de mieux comprendre les patrons temporels de la dynamique de
diversité (voir fig. 3). Basées sur des modéles stochastiques, appelés modéles de naissance-
mort [birth-death ; NEk et al. (1994); Net (2006) ; StapLER (2013)], ces approches utilisent
les longueurs des branches d’une phylogénie et confrontent divers scénarios évolutifs
pouvant expliquer la diversification d’un clade. Par exemple, il est possible de calculer la
vraisemblance ou probabilité d’un scénario dans lequel les espéces se forment a un taux
constant et ne s’éteignent pas (modeéle de Yule), contre un scénario ou les espéces se forment a
un taux constant et s’éteignent a un taux constant, ou encore contre un scénario ou les espéces
se forment et s’éteignent a des taux variables au cours du temps et entre lignées. Il existe
maintenant une grande variété de modeéles qui analysent la diversification en fonction du temps
(MorLoN et al., 2011 ; SVESTRO et al., 2011 ; STADLER, 2011), de la diversité (ETIENNE ef al., 2012),

Fig. 3. — Diversification temporelle de Papilio sous-genre Achillides. Le chronogramme (phylogénie datée) des
Achillides est placé avec une échelle des temps géologiques allant du Miocéne a I’Holocéne (H). Au-dessous, un
graphique retragant I’accumulation des lignées a travers le temps montre le rythme de diversification du groupe, par
exemple en fonction des changements climatiques. Les estimations des paléo-températures sont superposées (ligne
rouge). Les barres horizontales colorées indiquent si le climat était chaud (rouge) ou froid (bleu). Les changements
climatiques majeurs pour les vingt derniers millions d’années sont indiqués. Les barres verticales (bleu clair) indiquent
I’effet significatif du climat passé sur la diversification des Achillides, et identifient trois changements majeurs dans la
diversification autour de 10,3, 7,4 et 3,9 millions d’années.
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d’un ou plusieurs états de caractéres (MADDISON et al., 2007 ; FirzJonn et al., 2009 ; GOLDBERG
et al, 2011 ; RaBosky et al., 2013), ou en fonction de I’environnement (CONDAMINE et al.,
2013b). A titre d’exemples, WIEGMANN et al. (2011) ont démontré que les Diptéres ont connu
trois épisodes de diversification rapide : un a la base de la radiation de I’ordre il y a 220
millions d’années, un a la base des Brachycera il y a 180 millions d’années, et un a la base
des Schizophores il y a 65 millions d’années. Ces périodes de forte diversification seraient
dues a un certain nombre de transitions du cycle de vie durant plus de 260 millions d’années
comme 1’hématophagie, la phytophagie et le parasitisme. CONDAMINE ef al. (2012) ont étudié
le gradient latitudinal de diversité des Papilionidae (origine autour de 52 millions d’années)
et ont mis en évidence des taux différents de diversification entre les clades tropicaux et
tempérés. En outre ils montrent que les clades tropicaux et tempérés ont répondu différemment
lors des changements climatiques passés, a savoir que les refroidissements climatiques ont
positivement influencé le clade tropical et au contraire les réchauffements climatiques ont
positivement impacté le clade tempéré. Un dernier exemple est la mise en évidence d’une
extinction de masse chez les Abeilles Xylocopinae il y a 66 millions d’années (REHAN ef al.,
2013). Compte tenu de la répartition trés inégale des Abeilles dans le registre fossile, identifier
de tels évenements en utilisant celui-ci est trés difficile, ce qui démontre I’avantage d’utiliser
les phylogénies datées et des modéles statistiques performants. Les approches étudiant le role
des caractéres (morphologiques par exemple) dans la diversification ont apporté énormément
a notre compréhension des processus biologiques qui conduisent a la diversification chez
certains groupes (PRICE ef al., 2012), cependant ces outils de diversification ont encore été peu
utilisés sur des groupes d’Insectes.

Enfin, les méthodes macroévolutives permettent d’explorer les patrons spatiaux de diversi-
fication, ou encore appelés patrons de distributions. Etant donnée une phylogénie datée et des
données de répartition des espéces, il est aujourd’hui possible de reconstruire les aires ances-
trales aux évenements de spéciation et de remonter jusqu’a I’origine du groupe [biogéographie
historique (LomoLmo et al., 2010)]. La encore, la multiplication des phylogénies a favorisé
I’apparition de méthodes pour étudier la biogéographie et il existe plusieurs types d’approches
mais un consensus apparait avec le développement des méthodes en maximum de vraisem-
blance et bayésiennes (RonQuisT & Sanmartin, 2011). Notamment ces méthodes prennent
en compte les ages des clades et événements de spéciation, mais aussi 1’histoire géologique
de la région sur laquelle le groupe se trouve aujourd’hui (REe & SmitH, 2008 ; Smith, 2009 ;
Lanpis et al., 2013). Ces approches permettent de reconstruire plus ou moins finement des
scénarios biogéographiques données en testant des hypothéses de vicariance ou de dispersion
selon la configuration des régions a 1’époque, les données de répartition et de la phylogénie.
Plusieurs études ont utilisé ces méthodes sur des groupes d’Insectes et ont permis de montrer
que I’histoire biogéographique est plus compliquée que 1’on pensait. En effet, il est commun
de retrouver des effets confondants entre vicariance et dispersion a tel point que la signature
de I'un peut étre masquée par I’autre du fait d’événements de dispersion a longue distance (CLAYTON
etal., 2009 ; Crisp et al., 2011). Par exemple chez les Papilionidae, un groupe supposé ancien et
apparu dans le Gondwana, révéle en fait une origine dans la région de Béring il y a 52 millions
d’années quand le climat était subtropical. Les analyses montrent une combinaison d’événements
de vicariance dus a des changements climatiques, plutot qu’a la tectonique, et des dispersions
vers le sud pour atteindre les régions tropicales équatoriales (CoNpaMINE et al., 2013c¢). Cet
exemple n’est pas isolé car plusieurs analyses récentes mettent en évidence la complexité des
patrons de diversification géographique et cela est encore plus vrai quand le groupe est en
étroite interaction avec des plantes nourrici¢res (CRUAUD et al., 2012).
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Bien que toutes ces méthodes apportent énormément a notre compréhension de la diversité
des Insectes, il reste néanmoins des limites a certaines approches dont la plus fondamentale
est notre vision dichotomique de la diversification des espéces (représentée par des phylo-
génies bifurquées). Les polytomies sont considérées comme des artefacts dus soit a un manque
de données pour résoudre la polytomie soit a des biais méthodologiques. Cependant une évolution
non dichotomique est plausible et peut représenter de réels phénomenes évolutifs. De plus
la spéciation n’est pas uniquement un événement instantané (encadré 2) et certains auteurs
pensent qu’une spéciation qui se met en place sur une longue durée contribue a 1’évolution
de certains groupes (ETIENNE & RosmNDELL, 2012). Méme si cette forme de spéciation ne
peut pas rendre compte de toutes les tendances observées, elle permet d’expliquer certains
phénomenes évolutifs comme le tri incomplet de lignée ou la paraphylie d’especes (ETIENNE
& RosmpELL, 2012). Par ailleurs, de plus en plus de cas ou les espéces ont une origine et une
évolution réticulées, par hybridation et transfert de fragments de génome, sont documentés,
comme en témoignent les études sur Heliconius heurippa (MAVAREZ et al., 2006) et H. timareta
(HEeLIcONTUS GENOME CONSORTIUM, 2012).

Perspectives : vers une meilleure intégration des disciplines. — En résumé, il existe de
nombreux outils pour étudier et analyser la biodiversité, selon I’échelle taxonomique a laquelle
le chercheur se place. Cependant, chaque approche est généralement pratiquée par des équipes
de recherche différentes, créant souvent un fossé entre micro- et macroévolution. Il est de plus
en plus reconnu qu’il faut combiner les différentes échelles d’étude taxonomique afin de mieux
comprendre les processus évolutifs se produisant aux événements de spéciation. De nom-
breuses questions sur la génération de biodiversité restent en suspens (BuTLIN ef al., 2012).
Grace au séquengage haut débit, certaines de ces questions pourront étre étudiées (Sousa &
Hey, 2013), mais une approche intégrative est nécessaire pour relever les défis posés.

Dans cet ¢élan d’intégration, il est crucial de préserver une connaissance profonde de la
biodiversité en intégrant des systématiciens et taxonomistes, qui apportent en outre de précicuses
données morphologiques permettant par exemple d’inclure des espéces rares ou éteintes dans les
phylogénies moléculaires (Woob ef al., 2013). De plus, il reste important de continuer I’inventaire
de la biodiversité car beaucoup d’especes attendent d’étre décrites. Dans cette perspective,
I’association du barcoding avec les taxonomistes devient essentielle (PADIAL et al., 2010).

Enfin, et bien que la majorité de la biodiversité des Insectes reste non étudiée d’un point
de vue moléculaire, 1’apport de ces méthodes va grandement bénéficier a notre compré-
hension des facteurs qui ont conduit a une telle richesse spécifique et morphologique. En
utilisant les modéles de diversification, il devient possible de comprendre 1’impact des évé-
nements climatiques passés sur la réponse de la biodiversité (MAaYHEW ef al., 2008). De telles
¢tudes permettraient en outre d’anticiper les réponses actuelles et futures dans un contexte de
changement climatique.

Remerciements. — Nous remercions Patrick Blandin pour nous avoir invités a présenter ce texte au colloque de
la Société entomologique de France du 15-16 novembre 2013, intitulé “L’entomologie en France : son utilité publique”.
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