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Résumé :  Toumeyella  parvicornis  (Cockerell)  (Hemiptera,  Coccidae)  est  en  passe  de  devenir  un  ravageur  potentiel  

majeur  des  pins  parasols  (Pinus  pinea  L.),  aussi  bien  dans  les  parcs  urbains  que  dans  les  pinèdes  d'Europe.  Sa  

répartition  récente  est  source  d'inquiétude  dans  plusieurs  régions  d'Italie  et  de  France.  La  détection  précoce  de  ce  

ravageur  joue  un  rôle  fondamental  pour  contenir  son  expansion  géographique,  mais  son  identification  taxonomique  

repose  encore  sur  des  observations  laborieuses  des  traits  morphologiques.  L'identification  est  également  compliquée  

par  la  petite  taille  du  ravageur,  qui  ne  permet  les  observations  qu'à  l'aide  d'un  stéréomicroscope.

Résumé  simple :  La  caractérisation  moléculaire  des  ravageurs  est  une  pratique  essentielle  pour  soutenir  et  compléter  

la  taxonomie  morphologique  classique  des  insectes,  ainsi  que  pour  fournir  des  informations  utiles  qui  peuvent  conduire  

à  trouver  des  stratégies  de  contrôle  ou  des  méthodes  de  détection  alternatives.  Les  méthodes  de  biologie  moléculaire  

sont  d'  une  grande  importance,  en  particulier  pour  les  espèces  dont  l'identification  nécessite  des  opérateurs  hautement  

qualifiés  ou  le  support  d'outils  optiques  pour  les  organismes  microscopiques.  Ce  fait  est  encore  plus  amplifié  si  le  

ravageur  étudié  est  une  espèce  exotique  qui  peut  se  propager  rapidement  dans  une  nouvelle  zone,  comme  dans  le  

cas  de  Toumeyella  parvicornis  (Cockerell)  en  Italie  et  en  Europe  en  général.  Cette  espèce  démontre  la  nécessité  d'  

une  caractérisation  moléculaire,  inspirant  la  présente  étude.

Mots  clés :  cochenille  du  pin ;  Coccidae ;  espèces  exotiques  envahissantes ;  marqueurs  moléculaires ;  phylogénétique ;  

lutte  antiparasitaire ;  pin  parasol ;  forêts  urbaines
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1.  Introduction

Article

La  superfamille  des  Coccoidea  (Hempitera,  Sternorrhyncha)  comprend  des  organismes  
communément  appelés  cochenilles  [1]  qui  se  nourrissent  de  la  sève  des  plantes,  causant  de  graves  
dommages  et  impactant  ainsi  les  environnements  agricoles  et  forestiers  du  monde  entier  [2,3].  Il  existe  
de  nombreux  exemples  de  Coccoidea  qui  sont  devenus  de  graves  menaces  dans  les  zones  non  
indigènes,  comme  Saissetia  oleae  (Olivier)  (Coccoidea,  Coccidae),  infestant  les  plantes  du  genre  Olea  [4],  ou  Planococcus  citri
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L'identification  moléculaire  est  utile  pour  la  détection,  mais  il  n'existe  actuellement  qu'une  seule  séquence  
génétique  disponible  pour  ce  ravageur.  Cette  étude  comble  cette  lacune  en  fournissant  les  séquences  de  
cinq  gènes  différents  (COI,  28S,  facteur  d'élongation  (EF­1α),  wingless  (wg)  et  histone  H3  (HexA)),  ainsi  
qu'une  analyse  phylogénétique  réalisée  parmi  les  espèces  appartenant  aux  Coccidae,  l'une  des  plus  
importantes  familles  de  cochenilles.  Les  résultats  fournissent  de  nouvelles  informations  précieuses  sur  T.  
parvicornis  et  peuvent  constituer  des  données  utiles  pour  sa  détection  et  ses  pratiques  de  gestion.
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dommages,  y  compris  le  dépérissement  des  arbres  dans  les  forêts  urbaines  et  naturelles  de  Pinus  pinea  L.  [ 15,16 ].

T.  parvicornis  est  toujours  basé  uniquement  sur  ses  traits  morphologiques  [16,18],  de  préférence  sur  la
caractéristiques  microscopiques  du  premier  stade  nymphal  (appelé  stade  rampant)  ou  de
les  femelles  adultes  [19,20].  En  alternative,  il  est  possible  d'identifier  les  stades  mâles  juvéniles

le  genre  Toumeyella  mérite  sûrement  notre  attention  [12,13],  et  en  particulier,  l'espèce
Toumeyella  parvicornis  (Cockerell),  communément  appelé  insecte  cochenille  de  tortue.  Il  est  originaire  d'Amérique  
du  Nord  [7],  où  il  se  nourrit  et  se  développe  sur  différentes  espèces  du  genre

maladies)  dans  la  nouvelle  zone  d'invasion  [3,10,11].  Parmi  la  sous­famille  Myzolecaniinae,

d'Asie  [8] ;  Coccus  hesperidum  L.,  est  un  ravageur  Coc­cidae  hautement  polyphage  et  réparti  à  l'échelle  mondiale  
[9].  Leur  potentiel  invasif  est  renforcé  par  leur  petite  taille  et  leur  parthénogenèse

Gène  de  la  sous­unité  I  de  l'oxydase  (COI)  obtenu  à  partir  de  spécimens  nord­américains  [21].

il  y  avait  une  probabilité  plus  élevée  que  le  développement  de  l'œuf  ait  commencé.  L'  histone  H3  (HexA)  des  plants  
de  pin  parasol )  provenant  de  l'ADN  extrait  par  des  femelles  adultes  de  T.  parvicornis  collectées  dans

L'Italie,  surtout  dans  la  zone  métropolitaine  de  Rome,  est  élevée  au  point  que  le  dépérissement  de

se  développent  sur  une  pléthore  de  plantes  hôtes  dans  le  monde  entier,  de  l'hémisphère  nord  à  
l'hémisphère  sud  [ 7] :  Ceroplastes  rubens  Maskell  infeste,  par  exemple,  les  cultures  de  thé  dans  certaines  régions

Les  principaux  dégâts  sont  causés  par  son  activité  alimentaire  et  la  production  abondante  de  miellat ,  un  
substrat  optimal  pour  les  moisissures  (Figure  1).  Les  infestations  dans  certaines  zones  du  Centre

Les  pins  parasols  modifient  le  paysage  urbain  et  côtier  typique  [17].  L'identification  des

Les  connaissances  génétiques  sur  cette  espèce  sont  encore  rares.  Seules  deux  séquences  de  code­barres  sont

Parmi  le  groupe  des  cochenilles,  les  espèces  appartenant  à  la  famille  des  Coccidae  se  nourrissent  et

par  la  conception  des  couvertures  nymphales  [18].

infestant  les  plantes  du  genre  Citrus  [5,6].

parc  situé  à  Castel  Fusano  (Rome,  Latium,  Italie,  41°44′29.8″  N,  12°19′44.1″  E,  altitude :  spécimens  
européens.

reproduction  et  par  l'absence  d'ennemis  naturels  locaux  (c'est­à­dire  des  prédateurs,  des  parasitoïdes  et

actuellement  disponibles  dans  les  bases  de  données  en  ligne  GenBank,  et  tous  deux  sont  liés  au  cytochrome

(Risso)  (Coccoidea,  Pseudococcidae)  et  Parlatoria  ziziphi  (Lucas)  (Coccoidea,  Diaspididae),

Pinus  [14].  Récemment,  T.  parvicornis  a  été  introduit  en  Europe,  où  il  provoque  de  graves
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gouttes  de  miellat  et  couverture  de  moisissure  noire.

Figure  1.  Femelles  adultes  matures  de  Toumeyella  parvicornis  sur  des  brindilles  de  pin  parasol,  avec  des  preuves  de  Figure  1.  Femelles  adultes  matures  de  Toumeyella  parvicornis  sur  des  brindilles  de  pin  parasol,  avec  des  preuves  de
gouttes  de  miellat  et  couverture  de  moisissure  noire.

2.1.  Collecte  de  spécimens  de  Toumeyella  parvicornis  et  identification  morphologique

0  m  d'altitude),  dans  les  installations  du  « Reparto  Carabinieri  Biodiversità  di  Roma ».  Ce  travail  vise  à  combler  cette  
lacune  dans  les  connaissances  en  fournissant  les  séquences  (partielles)

Des  spécimens  de  T.  parvicornis  ont  été  collectés  en  avril  2023  à  partir  de  pins  parasols  dans  une  zone  urbaine.  
Peu  d'informations  sont  disponibles,  à  l'heure  actuelle,  il  n'existe  aucune  caractérisation  génétique  et  moléculaire  de

2.  Matériels  et  méthodes

ils  avaient  environ  10  ans,  un  diamètre  de  9  cm,  une  hauteur  d'environ  3  m  et  étaient  espacés  de  6  m.

Après  la  collecte,  les  échantillons  ont  été  scellés  dans  des  sacs  en  plastique  pour  éviter  toute  dispersion.
et  amené  au  laboratoire,  où  la  première  identification  morphologique  a  été  réalisée  sous  un  stéréomicroscope,  suivant  
les  clés  illustrées  de  Hamon  et  Williams  [7]

l'échantillonnage  a  été  effectué  peu  de  temps  après  la  période  d'hivernage  des  femelles  adultes  
lorsque  de  cinq  gènes  marqués  différents  (COI,  28S,  facteur  d'élongation  1α  (EF­1α),  sans  ailes  (wg)  et
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Le  matériel  disséqué  a  été  conservé  dans  des  tubes  Eppendorf  de  1,5  mL  et  stocké  au  réfrigérateur  à  4  ◦C  jusqu'à  
l'extraction  de  l'ADN.

2.1.  Collecte  de  spécimens  de  Toumeyella  parvicornis  et  identification  morphologique

2.  Matériels  et  méthodes

2.2.  Extraction  d'ADN,  PCR  et  séquençage

Des  spécimens  de  T.  parvicornis  ont  été  collectés  en  avril  2023  sur  des  pins  parasols  dans  un  
parc  urbain  situé  à  Castel  Fusano  (Rome,  Latium,  Italie,  41◦4429,8  N,  12◦1944,1  E,  altitude :  0  m  au­
dessus  du  niveau  de  la  mer),  dans  les  installations  du  « Reparto  Carabinieri  Biodiversità  di  Roma ».  
L'  échantillonnage  a  été  effectué  peu  de  temps  après  la  période  d'hivernage  des  femelles  adultes,  
lorsqu'il  y  avait  une  plus  grande  probabilité  que  le  développement  des  œufs  ait  commencé.  Les  pins  
parasols  étaient  âgés  d'environ  10  ans,  mesuraient  9  cm  de  diamètre,  3  m  de  hauteur  environ  et  
étaient  espacés  de  6  m.

Nous  considérons  que  ces  informations  sont  d'une  grande  importance  car  (i)  elles  enrichissent  les  
connaissances  sur  la  génétique  de  cette  espèce,  rendant  possibles  de  nouvelles  comparaisons  entre  les  
souches  adaptées  aux  différentes  zones  du  monde ;  (ii)  elles  jettent  les  bases  pour  la  mise  en  place  de  
méthodes  de  détection  plus  rapides  basées  sur  des  techniques  moléculaires ;  (iii)  elles  jettent  les  bases  
pour  de  nouvelles  études  sur  les  méthodes  de  contrôle ;  et  (iv)  elles  fournissent  des  informations  sur  les  
voies  d'introduction,  adaptées  à  la  formulation  de  stratégies  de  confinement  plus  précises.

L'ADN  génomique  total  a  été  extrait  de  la  partie  interne  du  corps  de  femmes  adultes  selon  un  
protocole  basé  sur  le  CTAB.  En  bref,  150  mg  de  matériel  ont  été  incubés  avec  500  µL  de  tampon  de  lyse  
(2  %  de  CTAB,  0,02  M  d'EDTA,  0,1  M  de  Tris­HCl  pH  8,  1,2  M  de  NaCl)  à  65  ◦C  pendant  30  min.  Un  
volume  de  chloroforme:alcool  isoamylique  (24:1)  a  été  ajouté  à  la  solution,  vortexé  et  centrifugé  à  12  000  
tr/min  pendant  10  min  à  température  ambiante.  La  phase  aqueuse  a  été  transférée  dans  un  nouveau  tube  
Eppendorf  et  extraite  à  nouveau  avec  un  deuxième  cycle  de  chloroforme:alcool  isoamylique.  La  phase  
aqueuse  a  ensuite  été  incubée  avec  10  %  de  volume  de  CTAB  (10  %)  et  500  µL  de  chloroforme:alcool  
isoamylique  supplémentaire.  Après  centrifugation  pendant  10  min  à  12  000  tr/min,  le  surnageant  a  été  
transféré  dans  un  nouveau  tube  Eppendorf  et  l'ADN  a  été  précipité  avec  un  volume  d'isopropanol  froid  et  
10  %  de  volume  d'  acétate  de  sodium  3M  pendant  2  h  à  −20  ◦C.  Après  10  min  de  centrifugation  à  12  000  
tr/min,  le  culot

Français  Après  la  collecte,  les  spécimens  ont  été  scellés  dans  des  sacs  en  plastique  pour  éviter  
toute  dispersion  et  apportés  au  laboratoire,  où  la  première  identification  morphologique  a  été  réalisée  au  
stéréomicroscope,  en  suivant  les  clés  illustrées  de  Hamon  et  Williams  [7]  et  Miller  et  Williams  [18],  de  la  
même  manière  que  Di  Sora  et  al.  [16].  Les  caractères  généraux  des  spécimens  collectés  correspondent  
à  la  morphologie  typique  de  la  sous­famille  des  Myzolecaniinae  [1],  en  particulier  en  raison  (i)  de  la  forte  
sclérotisation  du  dos,  (ii)  des  plaques  anales  avec  de  nombreuses  soies,  (iii)  de  l'absence  de  ocelle,  (iv)  
des  pores  discaux  progénitaux  avec  5–6  loculi,  (v)  des  antennes  réduites  et  (vi)  des  pattes  réduites.  Après  
cette  première  sélection  grossière,  les  spécimens  ont  été  caractérisés  morphologiquement  en  considérant  
que  les  femelles  adultes  de  T.  parvicornis  ont  des  dimensions  de  3  à  3,5  mm  de  longueur  et  environ  3  
mm  de  largeur,  une  forme  de  corps  modérément  allongée  et  un  derme  brun  rougeâtre  légèrement  
sclérotisé  avec  des  taches  sombres  (Figure  2a).

Italie.  Ces  séquences  ont  été  utilisées  pour  réaliser  une  analyse  phylogénétique  avec  les  séquences  de  
Coccidae  disponibles  dans  la  base  de  données  nucléotidiques  NCBI  liées  à  ces  cinq  gènes.

Pour  le  processus  d'extraction  de  l'ADN,  seul  le  contenu  corporel  des  femelles  adultes  a  été  utilisé  
(environ  130  à  150  individus  différents),  principalement  composé  d'œufs,  afin  d'éviter  la  contamination  de  
la  partie  externe  du  processus.  La  dissection  a  été  réalisée  à  l'aide  de  deux  épingles.  La  quantité  de  
matériel  extrait  par  l'ensemble  des  échantillons  collectés  était  de  450  mg.

Les  principales  caractéristiques  permettant  d'identifier  les  femelles  adultes  sont  la  présence  typique  de  
groupes  de  pores  biloculaires  dorsaux  évidents  sur  la  région  dorsale  et  les  plaques  anales  triangulaires  
(Figure  2b,c).  Les  couvertures  nymphales  des  mâles  présentent  en  revanche  une  surface  cireuse  plutôt  
fragile,  une  forme  oblongue  avec  une  élévation  légèrement  antérieure,  l'absence  de  sculptures  pertinentes  
et  une  seule  suture  postérieure  transversale  formée  par  la  fusion  des  sutures  transversales  postérolatérales  
et  postérieures  (Figure  2d).
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tions,  Daejeon,  République  de  Corée).

amorce  vers  et  1×  de  Ruby  Taq  Master  mix  (Jena  Bioscience,  Jena,  Allemagne)  dans  une  famille  finale,  
appartenant  à  Cardiococcinae,  Ceroplastinae,  Coccinae,  Eriopeltinae,  Eulecaniinae,

acétate  de  dium  pendant  2  h  à  −20  °C.  Après  10  min  de  centrifugation  à  12  000  tr/min,  le  culot  a  été  
Genomics  GmbH,  Konstanz,  Allemagne).  Leurs  électrophérogrammes  associés  ont  été  inspectés

volume  de  25  µL.  Les  PCR  ont  été  réalisées  à  l'aide  du  thermocycleur  GE­96G  GeneExplorer.  Les  sous­
familles  Myzolecaniinae  et  Filippiinae  ont  été  téléchargées  à  partir  du  nucléotide  NCBI

texé  et  centrifugé  à  12  000  tr/min  pendant  10  min  à  température  ambiante.  Le  cycleur  en  phase  aqueuse  
(Bioer  Technology,  Hangzhou,  Chine),  avec  des  programmes  d'amplification  ajustés  en  fonction  des  différentes  amorces,  a  été  transféré  dans  un  nouveau  tube  Eppendorf  et  extrait  à  nouveau  avec  un  deuxième  
cycle  de

L'ADN  a  été  quantifié  à  l'aide  du  fluorimètre  Invitrogen  Qubit  (Thermo  Fisher  Scientific,  le  17  mai  2023)  et  
leur  identité  moléculaire  a  été  validée  sur  la  base  de  données  de  nucléotides  NCBI

2.2.  Extraction  d'ADN,  PCR  et  séquençage

réfrigérateur  à  4°C  jusqu'à  l'extraction  de  l'ADN.

40  cycles  ont  été  réalisés  à  94  °C  pendant  30  s,  90  s  de  recuit  à  48  °C  (COI  et  EF­1α),  55  reconstruits  en  
utilisant  des  méthodes  d'inférence  bayésienne  (BI)  avec  MRBAYES  3.2.7a  [30].  L'évolution  a  été  fixée  selon  les  normes  suggérées  par  les  développeurs  à  un  niveau  général.
étape  d'extension  à  72  °C  pendant  10  min.  Les  produits  de  PCR  ont  été  visualisés  dans  un  gel  d'agarose­
TAE  à  1,5  %,  puis  séquencés  selon  la  méthode  Sanger  chez  Eurofins  Genomics  (Eurofins  Genomics  GmbH,

wingless  (wg)  et  l'histone  H3  (HexA)  ont  été  sélectionnés  pour  l'amplification  par  réaction  en  chaîne  par  polymérase  
(PCR)  en  utilisant  les  amorces  répertoriées  dans  le  tableau  1.  Les  réactions  de  PCR  ont  été  préparées  comme  

suit :  2.3.  Analyse  phylogénétique

Solutions,  Daejeon,  République  de  Corée).

Cinq  loci  différents  (COI,  région  D2  du  gène  nucléaire  28S,  facteur  d'élongation  (EF­1α),  (disponible  sur  
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/  (consulté  le  18  mai  2023)).

d

un b

c
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chloroforme :  alcool  isoamylique.  La  phase  aqueuse  a  ensuite  été  incubée  à  10  %  de  volume  pendant  
15  min,  40  cycles  ont  été  effectués  à  94  ◦C  pendant  30  s,  90  s  de  recuit  à  48  ◦C  (COI

min.  Un  volume  de  chloroforme:alcool  isoamylique  (24:1)  a  été  ajouté  à  la  solution,  avant  un  volume  
final  de  25  µL.  Les  PCR  ont  été  réalisées  à  l'aide  du  GE­96G  GeneExplorer  Thermal

CTAB  (10  %)  et  500  µL  de  chloroforme :  alcool  isoamylique  supplémentaire.  Après  centrifugation  pour  
et  EF­1α),  55  ◦C  (wg),  58  ◦C  (28S),  selon  les  amorces,  élongation  à  72  ◦C  pour
L'ADN  a  été  précipité  avec  un  volume  d'isopropanol  froid  et  10  %  de  volume  de  3M  so­  dans  un  gel  

d'agarose­TAE  à  1,5  %,  puis  séquencé  par  Sanger  chez  Eurofins  Genomics  (Eurofins

L'ADN  génomique  total  a  été  extrait  de  la  partie  interne  du  corps  de  femelles  adultes  selon  un  
protocole  basé  sur  CTAB.  En  bref,  150  mg  de  matériel  ont  été  incubés  avec  500  µL  d'amplification  en  utilisant  les  amorces  répertoriées  dans  le  tableau  1.  Les  réactions  de  PCR  ont  été  préparées  comme  suit
de  tampon  de  lyse  (2%  CTAB,  0,02  M  EDTA,  0,1  M  Tris­HCl  pH  8,  1,2  M  NaCl)  à  65  °C  pour  30  

amorces  inverses  et  1×  de  Ruby  Taq  Master  mix  (Jena  Bioscience,  Jena,  Allemagne)  dans  un
suit :  2  µL  d'ADN  dilué  (~30  ng)  ont  été  incubés  avec  0,4  µM  de  direct  et

L'ADN  a  été  quantifié  à  l'aide  du  fluorimètre  Invitrogen  Qubit  (Thermo  Fisher  Scien­  mg.  Le  matériel  
disséqué  a  été  conservé  dans  des  tubes  Eppendorf  de  1,5  ml  et  stocké  dans  un  laboratoire  expérimental,  Waltham,  Massachusetts)  et  du  spectrophotomètre  Optizen  NanoQ  (Keen  Innovative).

Séquence  COI  [22].  L'alignement  de  la  séquence  protéique  a  été  réalisé  via  Clustal  Omega

aux  différentes  amorces.  En  particulier,  après  une  étape  initiale  de  dénaturation  à  95  °C  pendant  15  
min,  UGENE  [28]  et  aligné  avec  MUSCLE  v3.8.31  [29].  Les  relations  phylogénétiques  ont  été

10  min  à  12  000  tr/min,  le  surnageant  a  été  transféré  dans  un  nouveau  tube  Eppendorf  et  60  s  et  une  
étape  d'extension  finale  à  72  ◦C  pendant  10  min.  Les  produits  de  PCR  ont  été  visualisés

(Bioer  Technology,  Hangzhou,  Chine),  avec  des  programmes  d'amplification  ajustés  en  fonction  de  
l'analyse  phylogénétique  (tableau  S1).  Les  séquences  ont  été  vérifiées  visuellement  à  l'aide

Waltham,  Massachusetts)  et  le  spectrophotomètre  Optizen  NanoQ  (Keen  Innovative  Solu­  avec  
BLASTn  et  avec  le  système  de  base  de  données  Barcode  of  Life  (BoldSystems  V4)  pour  la

a  été  lavé  avec  de  l'éthanol  à  70  %  et  remis  en  suspension  dans  50  µL  de  Tris­EDTA  (TE)  préchauffé  à  65  ◦C.

bas :  2  µL  d'ADN  dilué  (~30  ng)  ont  été  incubés  avec  0,4  µM  de  séquences  directes  et  indirectes.  Les  
séquences  disponibles  des  gènes  COI,  28S,  wg,  HexA  et  EF­1α  des  Coccidae
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Cinq  loci  différents  (COI,  région  D2  du  gène  nucléaire  28S,  facteur  d'élongation  (EF­1α),

couverture  masculine.

couverture  mâle  mature.

Figure  2.  Caractères  d'identification  de  Toumeyella  parvicornis :  (a)  femelles  adultes  sur  une  branche  de  pin  parasol,  (b)Figure  2.  Caractères  d'identification  de  Toumeyella  parvicornis :  (a)  femelles  adultes  sur  rameau  de  pin  parasol,  (b)  amas  de  
pores  biloculaires  dorsaux  femelles  montés  sur  lame,  ( c)  plaques  anales  femelles  montées  sur  lame,  (d)  amas  de  pores  

biloculaires  dorsaux  femelles  montés  sur  lame,  (c)  plaques  anales  femelles  montées  sur  lame,  (d)  immatures

wingless  (wg)  et  l'histone  H3  (HexA)  ont  été  sélectionnés  pour  la  réaction  en  chaîne  par  polymérase  (PCR)

lavé  avec  70  %  d'éthanol  et  remis  en  suspension  dans  50  µL  de  Tris­EDTA  (TE)  préchauffé  
à  65  °C.  Le  via  FinchTV  v1.4  (disponible  sur  https://digitalworldbiology.com/FinchTV  (consulté
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ont  été  déposés  dans  la  base  de  données  nucléotidiques  du  NCBI  sous  les  numéros  d'accès :  OQ996415,

Amouroux  et  al.  [23]  

ATGATGGTGAC

GAGAGTTMAASAGTACGTGAAAC

Inverse

ACT[I]CGCARCACCAR

Forêts  2023,  14,  1585

échelle_wg_F­LEPWG2

ATGGCTCGTACCAAGCAGAGCGGC

Amorces

GCAATGTGRGC

CCTTCAACTAATCATAAAAATATYAG

Hardy  et  al.  [25]

PCO­F1—LepR

CACATYAACATTGTCGTSATYGG

Avant

CYCTGTGTCCM3­rcM44.9

CGAACGTGAACGTGGTATCAC  *

Zahniser  et  al.  [27]  

CGTCCAAAAATCA

ATATCCTTGGC

Cho  et  coll.  [24]

ACCAGCTACTA

H3  HexA­f­HexA­r

TAAACTTCTGGAT

TGGAATGTRCA

Cho  et  coll.  [24]

[I]GTGTGGCA

Amouroux  et  al.  [23]  

Brower  &  DeSalle  [26]

RéférenceSéquence  5­3

CTTGATGAAAT

C­28SLong­FC­28SLong­R

M44­t­rcM53.2

*  modifié  selon  la  séquence  de  T.  parvicornis,  voir  texte.
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TCGGARGGA

ratios  compris  entre  1,7  et  2,  et  dilués  en  série  pour  les  amplifications  PCR.

CTGGTTCGTGCACGACGMGRACSTGYTGGATG

Tableau  1.  Amorces  PCR  utilisées  pour  la  caractérisation  moléculaire  de  Toumeyella  parvicornis.

couverture).  Dans  l'ensemble,  la  séquence  d'acides  aminés  est  enrichie  en  résidus  petits  et  hydrophobes

(3  séquences),  Eulecaniinae  (9  séquences),  Myzolecaniinae  (4  séquences)  et  Filippiinae

Eh  bien,  en  utilisant  l'algorithme  GTRCATI  comme  modèle  de  substitution  et  1000  bootstraps  [ 31 ].

Inkscape  v0.92  à  des  fins  de  visualisation  (disponible  sur  www.inkscape.org)  (consulté  le  15

inférieur  à  0,01.  Une  analyse  de  vraisemblance  maximale  (ML)  utilisant  RAxML­HPC  a  été  réalisée  comme

isolé  au  Canada  en  2010  (numéros  d'accès  KR041198  et  HQ974643.1,  respectivement),

(mai  2023)).

825  pb  pour  le  28S,  1101  pb  pour  EF­1α,  362  pb  pour  HexA  et  409  pb  pour  wg.  Les  séquences

3.  Résultats

a  été  exécuté  avec  2  000  000  de  simulations,  des  arbres  échantillonnés  toutes  les  100  générations  et  des  diagnostics

OQ991203,  OR085314,  OR004804  et  OR004803,  respectivement.

3.1.  Relations  phylogénétiques  des  COI

et  trois  résidus  acides  (en  bleu)  (Figure  3).

(« GTR  +  I  +  Γ »).  Après  quelques  tentatives  de  réglage,  la  simulation  de  Monte  Carlo  par  chaîne  de  Markov

pour  les  insectes  de  toute  sorte  grâce  à  un  taux  de  mutation  suffisamment  rapide  pour  distinguer  même  entre
espèces  étroitement  apparentées  [32].  La  séquence  COI  partielle  obtenue  ici  a  montré  un  pourcentage

des  cinq  loci  différents  ont  donné  des  séquences  de  la  longueur  attendue :  585  pb  pour  le  COI,

l'ADN  génomique  a  été  extrait  des  masses  d'œufs,  avec  des  longueurs  d'onde  de  260/230  nm  et  de  260/280  nm

suivi  de  Neolecanium  cornuparvum  (Thro)  avec  88,24%  d'identité  et  96%  de  requête
couverture.  La  séquence  d'acides  aminés  traduite,  en  revanche,  a  donné  95,45  %  et  94,44  %

calculé  toutes  les  1000  générations  pour  obtenir  un  écart  type  des  fréquences  divisées

En  suivant  le  protocole  décrit  dans  la  section  Matériels  et  méthodes,  17,8  µg  de

les  arbres  phylogénétiques  ont  été  visualisés  avec  FigTree  v1.4.4  et  l'image  a  été  éditée  avec

modèle  réversible  dans  le  temps  avec  des  taux  distribués  selon  la  méthode  gamma  et  une  proportion  de  sites  invariants

Pour  l'analyse,  nous  avons  considéré  les  espèces  appartenant  aux  groupes  suivants :  Cardiococci­nae  
(3  séquences),  Ceroplastinae  (2  séquences),  Coccinae  (43  séquences),  Eriopeltinae

(4  séquences),  pour  un  total  de  68  espèces  parmi  les  7  sous­familles.  Bayésien  et  ML

identique  aux  deux  autres  T.  parvicornis,  avec  92  %  de  couverture  de  la  requête,  suivi  de  Parthenole­
canium  corni  (Bouché)  (85,22  %  d'identité,  94  %  de  couverture)  et  N.  cornuparvum  (93,43  %  et  92  %

(en  rouge),  résidus  hydroxyle,  sulfhydryle  ou  amine  (en  vert),  avec  seulement  six  basiques  (en  magenta)

d'identité  de  91,40  %  et  une  couverture  de  requête  de  97  %  pour  les  deux  seules  séquences  COI  
correspondantes  de  T.  parvicornis  disponibles  dans  la  base  de  données  NCBI  blastn  et  appartenant  à  des  spécimens

Une  partie  du  locus  mitochondrial  COI  a  été  largement  utilisée  comme  code­barres  ADN

les  arbres  déduits  ont  confirmé  les  relations  étroites  obtenues  à  partir  de  l'alignement  BLASTn,  montrant
les  trois  T.  parvicornis  et  le  N.  cornuparvum  (sous­famille  des  Myzolecaniinae)  au  sein  de  la  même
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membres  (Cryptes  utzoni  Lin,  Kondo  &  Cook).

sulawesicus  Gavrilov,  87,23  %  à  C.  formicarii  et  87,78  %  à  C.  discrepans  (vert),  avec  une  requête

séquence.  Les  couleurs  indiquent  les  propriétés  physicochimiques :  en  rouge,  les  résidus  petits  et  hydrophobes ;
en  bleu,  les  acides;  en  magenta,  les  résidus  basiques;  et  en  vert,  l'hydroxyle,  le  sulfhydryle,  et  en  bleu,  les  acides;  en  magenta,  les  résidus  basiques;  et  en  vert,  l'hydroxyle,  le  sulfhydryle,  et  l'amine.

Figure  3.  Alignement  de  séquences  multiples  ClustalW  de  la  protéine  sous­unité  I  de  la  cytochrome  oxydase  (COI)  Figure  3.  Alignement  de  séquences  multiples  ClustalW  de  la  protéine  sous­unité  I  de  la  cytochrome  oxydase  (COI)

amine.  Le  symbole  « * »  indique  des  positions  parfaitement  correspondantes.

séquence.  Les  couleurs  indiquent  les  propriétés  physicochimiques :  en  rouge,  les  résidus  petits  et  hydrophobes ;  en

espèces  considérées  appartenant  aux  suivantes :  Coccinae  (17  séquences)  et  Myzolecaniinae
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membres  (Austrolecanium  cryptocaryae  Lin  &  Cook,  A.  sassafras  Gullan  &  Hodgson,  et

pourcentage  d'identité  de  91,40  %  et  une  couverture  de  requête  de  97  %  pour  les  deux  seuls  correspondants  
(Figures  4  et  S1).  Dans  les  deux  arbres,  le  reste  de  la  branche  la  plus  proche,  à  l'exception  de  Didesmococcus

couverture  de  seulement  76  %,  78  %  et  78  %  de  la  couverture  des  requêtes,  respectivement.  Pour  l'analyse,  nous

sous­famille  (Figures  4  et  S1).  Dans  les  deux  arbres,  le  reste  de  la  branche  la  plus  proche,  à  l'exception  de  T.  parvicornis ;  ainsi,  il  s'est  regroupé  seul  dans  les  arbres  BI  et  ML,  mais  dans  la  branche  de

Une  partie  du  locus  mitochondrial  COI  a  été  largement  utilisée  comme  code­barres  ADN  pour  les  
insectes  de  toute  sorte  grâce  à  un  taux  de  mutation  suffisamment  rapide  pour  distinguer  même  un  groupe  et  

au  sein  d'une  même  branche  avec  Sphaerolecanium  prunastri  (Boyer  de  Fonscolombe),

(93,43  %  et  92  %  de  couverture).  Dans  l'ensemble,  la  séquence  d'acides  aminés  est  enrichie  en  petits  et  Megalocryptes  buteae  Takahashi),  deux  membres  de  Filippiinae  (Ceronema  banksiae  Maskell  et

Didesmococcus  koreanus  Borchsenius  (sous­famille  des  Eulecaniinae),  Ceroplastes  cirripediformis

banksiae  Maskell  et  Austrolichtensia  hakearum  (Fuller),  et,  juste  dans  le  cas  de  l'arbre  bayésien,  un  membre  
d'Eulecaniinae  (Cryptes  uoni  Lin,  Kondo  &  Cook).

entre  des  espèces  étroitement  apparentées  [32].  La  séquence  COI  partielle  obtenue  ici  a  montré  une  sous­
famille  de  Lecanopsis  formicarum  Newstead  et  Psilococcus  ruber  Borchsenius,  Eriopeltinae

Pour  l'analyse,  nous  avons  considéré  les  espèces  appartenant  aux  groupes  suivants :  Cardiococcinae  3.2.  Relations  phylogénétiques  du  gène  de  l'ARN  ribosomique  28S

résidus  hydrophobes  (en  rouge),  résidus  hydroxyles,  sulfhydryles  ou  amines  (en  vert),  avec  Austrolichtensia  hakearum  (Fuller),  et,  juste  dans  le  cas  de  l'arbre  bayésien,  un  Eulecaniinae
seulement  six  résidus  basiques  (en  magenta)  et  trois  résidus  acides  (en  bleu)  (Figure  3).

(3  séquences),  Ceroplastinae  (2  séquences),  Coccinae  (43  séquences),  Eriopeltinae  (3  séquences) ,

Comstock  et  Ceroplastes  rubens  (sous­famille  Ceroplastinae)  sont  composés  de  membres  de  (Figures  5  et  S2).  Ensuite,  une  branche  distincte  et  plus  éloignée  de  l'arbre  a  été  regroupée  avec  une  autre

séquences  COI  de  T.  parvicornis  disponibles  dans  la  base  de  données  NCBI  blastn  et  appartenant  à  koreanus  Borchsenius  (sous­famille  Eulecaniinae),  Ceroplastes  cirripediformis  Comstock  et

séquences),  Eulecaniinae  (9  séquences),  Myzolecaniinae  (4  séquences)  et  Filippiinae  (4  séquences)  avec  une  couverture  de  requête  de  99  % ;  86,96  %  identique  à  Coccus  hesperidum,  avec  99  %  de  requête

la  sous­famille  des  Coccinae.  Ensuite,  une  branche  distincte  dans  l'arbre  regroupe  le  groupe  Eulecani­Coccinae  (mais  principalement  composé  de  membres  de  la  tribu  des  Coccini)  et  les  Ceroplastinae.

aux  spécimens  isolés  au  Canada  en  2010  (numéros  d'accession  KR041198  et  HQ974643.1,  Ceroplastes  rubens  (sous­famille  des  Ceroplastinae),  est  composé  de  membres  de  la  famille  des  Coccinae

),  pour  un  total  de  68  espèces  parmi  les  7  sous­familles.  Couverture  déduite  par  Bayes  et  ML ;  et,  parmi  les  autres,  86,9  %  identiques  à  Coccus  formicarii  (vert),  avec  100  %  de

inae  et  Filippiinae,  conjointement  avec  les  membres  Cardioccinae  et  Coccinae  (Paralecaniini  et  3.3.  Relations  
phylogénétiques  du  gène  Wingless

respectivement),  suivi  de  Neolecanium  cornuparvum  (Thro)  avec  88,24  %  d'identité  et  de  sous­famille.  Ensuite,  une  autre  branche  distincte  dans  les  groupes  d'arbres  avec  Eulecaniinae  et  Filippi  ­  96  %  de  
couverture  de  la  requête.  La  séquence  d'acides  aminés  traduite,  en  revanche,  a  donné  lieu  à  95,45  %  d'inae,  conjointement  avec  les  membres  Cardioccinae  et  Coccinae  (tribus  Paralecaniini  et  Pulvinariini

Les  arbres  ont  confirmé  les  relations  étroites  obtenues  à  partir  de  l'alignement  BLASTn,  montrant  la  couverture.  Pour  l'analyse,  nous  avons  considéré  les  espèces  appartenant  aux  groupes  suivants :  Cardiococ­  
trois  T.  parvicornis  et  le  N.  cornuparvum  (sous­famille  Myzolecaniinae)  au  sein  de  la  même  cinae  (2  séquences),  Ceroplastinae  (2  séquences),  Coccinae  (31  séquences),  Eulecaniinae

Espèce  de  la  tribu  Pulvinariini).  Une  branche  éloignée  des  autres,  est  composée  de  trois  membres  Coccinae­
Paralecaniini  (Austrolecanium  cryptocaryae  Lin  &  Cook,  A.  sassafras  Gul­  La  séquence  partielle  du  gène  wingless  de  T.  parvicornis,  nécessaire  à  la  polarité  du  segment

et  94,44%  identiques  aux  deux  autres  T.  parvicornis,  avec  92%  de  couverture  de  la  requête,  espèces  suivies).  Une  branche  éloignée  des  autres,  est  composée  de  trois  Coccinae­Paralecaniini

groupe  et  dans  la  même  branche  avec  les  sous­familles  Sphaerolecanium  prunastri  (Boyer  de  Fonsco­  (7  séquences),  Filippiinae  (3  séquences)  et  Myzolecaniinae  (1  séquence).

lan  &  Hodgson,  et  Megalocryptes  buteae  Takahashi),  deux  membres  de  Filippiinae  (Ceronema  et  disques  imaginaux  d'ailes  d'insectes,  étaient,  entre  autres,  identiques  à  88,1  %  au  wg  de  Coccus

par  Parthenolecanium  corni  (Bouché)  (85,22  %  d'identité,  94  %  de  couverture)  et  N.  cornuparvum

lombe),  Lecanopsis  formicarum  Newstead  et  Psilococcus  ruber  Borchsenius,  Eriopeltinae.  À  notre  connaissance,  aucune  séquence  n'est  actuellement  disponible  à  partir  des  parents  les  plus  proches  de

3.1.  Relations  phylogénétiques  des  COI
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Coccinae  (principalement  tribu  Paralecanini),  espèces  Cardiococcinae,  Eulecaninae  et  Filippiinae

Le  symbole  « * »  indique  des  positions  parfaitement  correspondantes.

(1  séquence).  Même  dans  ce  cas,  aucune  séquence  n'est  actuellement  disponible  à  partir  des  parents  les  plus  proches
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Cardiococcinae,  Ceroplastinae,  Eriopeltinae  et  Myzolecaniinae,  auxquelles  appartient  T.  parvicornis.
famille.  Les  couleurs  indiquent  les  sous­familles  morphologiques :  Eulecaniinae,  Filippiinae,  Coccinae,

Probabilité  postérieure  bayésienne.

Figure  4.  Arbre  phylogénétique  de  MrBayes  de  la  sous­unité  I  de  la  cytochrome  oxydase  (COI)  chez  les  Coccidae
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branche  des  Coccinae  (toutes  les  espèces  appartenant  à  la  tribu  des  Coccini)  (Figures  S3  et  S4).
de  T.  parvicornis ;  en  conséquence,  il  s'est  regroupé  seul  dans  les  arbres  BI  et  ML,  mais  dans  le
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Figure  4.  Arbre  phylogénétique  de  MrBayes  de  la  sous­unité  I  de  la  cytochrome  oxydase  (COI)  dans  la  famille  
des  Coccidae.  Les  couleurs  indiquent  les  sous­familles  morphologiques :  Eulecaniinae,  Filippiinae,  Coccinae,  
Car­diococcinae,  Ceroplastinae,  Eriopeltinae  et  Myzolecaniinae,  auxquelles  appartient  T.  parvicornis .  En  rouge  
se  trouve  l'isolat  italien  de  T.  parvicornis.  Les  nombres  dans  les  étiquettes  des  branches  indiquent  le  pourcentage  
de  probabilité  postérieure  bayésienne.

3.2.  Relations  phylogénétiques  du  gène  de  l'ARN  ribosomique  28S

La  séquence  partielle  du  gène  ribosomal  28S  était  identique  à  88,4  %  à  celle  du  28S  de  P.  corni,  
avec  une  couverture  de  requête  de  99  % ;  identique  à  86,96  %  à  celle  de  Coccus  hesperidum,  avec  
une  couverture  de  requête  de  99  % ;  et,  entre  autres,  identique  à  86,9  %  à  celle  de  Coccus  formicarii  
(vert),  avec  une  couverture  de  requête  de  100  %.  Pour  l'analyse,  nous  avons  considéré  les  espèces  
appartenant  aux  groupes  suivants :  Car­diococcinae  (2  séquences),  Ceroplastinae  (2  séquences),  
Coccinae  (31  séquences),  Eulecani­inae  (7  séquences),  Filippiinae  (3  séquences)  et  Myzolecaniinae  (1  séquence)

Le  rouge  est  l'isolat  italien  de  T.  parvicornis.  Les  chiffres  dans  les  étiquettes  des  branches  indiquent  le  pourcentage  de
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3.4.  Caractérisation  moléculaire  du  facteur  d'élongation  1­Alpha

343  pb  liés  à  l'extrémité  5  du  gène,  qui  comprenait  un  fragment  d'intron  [33].  Cependant,
ce  produit  ne  correspond  pas  aux  autres  séquences  EF­1α  de  Coccidae  disponibles  sur  le

l'amorce  M44­1  de  Cho  et  al.  [24]  a  été  modifiée  selon  la  séquence  d'extrémité  5  de

uniquement  à  Ceroplastes  sp.  IMV­2016  EF­1α  avec  80,18  %  d'identité  et  une  couverture  de  95  %  et

La  paire  d'amorces  utilisée  pour  la  première  amplification  de  l'EF­1α  a  donné  un  produit  de

isolat  de  T.  parvicornis.  Les  nombres  dans  les  étiquettes  des  branches  indiquent  le  pourcentage  de  bayésien  post­  isolat  italien  de  T.  parvicornis.  Les  nombres  dans  les  étiquettes  des  branches  indiquent  le  pourcentage  de  bayésien

Les  couleurs  indiquent  les  sous­familles  morphologiques :  Eulecaniinae,  Filippiinae,  Coccinae,  Cardiococcinae,  Ceroplastinae,  

Eriopeltinae  et  Myzolecaniinae,  auxquelles  appartient  T.  parvicornis .  En  rouge  se  trouvent  les  Ceroplastinae,  Eriopeltinae  et  Myzolecaniinae  italiennes ,  auxquelles  appartient  T.  parvicornis.  En  rouge  se  trouvent  les

Figure  5.  Arbre  phylogénétique  de  MrBayes  du  gène  du  fragment  D  de  l'ARNr  28S  parmi  la  famille  des  Coccidae.

probabilité  antérieure.

En  effet,  lorsqu'il  a  été  envoyé  vers  la  base  de  données  Coccidae,  le  produit  amplifié  de  343  pb  s'est  aligné

probabilité  postérieure.

Figure  5.  Arbre  phylogénétique  de  MrBayes  du  gène  du  fragment  D  de  l'ARNr  28S  parmi  la  famille  des  Coccidae.
Les  couleurs  indiquent  les  sous­familles  morphologiques :  Eulecaniinae,  Filippiinae,  Coccinae,  Cardiococcinae,
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Sous­familles.  À  notre  connaissance,  aucune  séquence  n'est  actuellement  disponible  pour  les  plus  
proches  parents  de  T.  parvicornis ;  ainsi,  il  s'est  regroupé  seul  dans  les  arbres  BI  et  ML,  mais  dans  la  
branche  des  Coccinae  (principalement  la  tribu  des  Paralecaniini),  des  Cardiococcinae,  des  Eulecaninae  
et  des  espèces  Filippiinae  (Figures  5  et  S2).  Ensuite,  une  branche  distincte,  plus  loin  dans  l'arbre,  a  été  
regroupée  avec  un  autre  groupe  de  Coccinae  (mais  principalement  composé  de  membres  de  la  tribu  
des  Coccini)  et  des  Ceroplastinae.

à  Eulecanium  kunoense  (Kuwana)  avec  83,95  %  d'identité  et  une  couverture  de  seulement  47  %.  Ainsi,

Base  de  données  NBCI  car  leurs  séquences  ont  été  obtenues  à  l'aide  d'oligonucléotides  en  aval.
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3.5.  Caractérisation  génétique  de  l'histone  H3

Cardiococcinae,  Eulecaniinae  et  Filippiinae.

dococcidae  et  les  familles  Monophlebidae.  De  plus,  aucune  similitude  n'a  été  trouvée  entre  la  séquence  
HexA  de  T.  parvicornis  et  P.  citri  de  la  famille  Pseudococcidae  (numéro  d'accession

d'identité  de  77%  et  une  couverture  de  54%  au  niveau  des  nucléotides,  afin  d'obtenir  la
Arbres  bayésiens  et  ML  présentés  dans  les  figures  6  et  S5.  Toumeyella  parvicornis  regroupée  dans  un

Figure  6.  Arbre  phylogénétique  de  MrBayes  du  gène  du  facteur  d'élongation  EF­1α  parmi  la  famille  des  Coccidae.

branche  proche  des  espèces  Coccinae  (appartenant  principalement  aux  tribus  Paralecaniini  et  Pulvinariini),

Une  partie  de  cette  longue  séquence  a  ensuite  été  alignée  sur  les  membres  de  la  famille  des  Coccidae  (Ericerus  pela
(Chavannes),  Platylecanium  sp.,  Saissetia  oleae),  avec  lesquels  partageaient  un  pourcentage  moyen

T.  parvicornis  et  utilisé  en  combinaison  avec  rcM53.2  pour  amplifier  un  produit  final  de  1101  pb.
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probabilité  postérieure.

Les  couleurs  indiquent  les  sous­familles  morphologiques :  Eulecaniinae,  Filippiinae,  Coccinae,  Cardiococcinae,Les  couleurs  indiquent  les  sous­familles  morphologiques :  Eulecaniinae,  Filippiinae,  Coccinae,  Cardiococcinae,  Ceroplastinae,  
Eriopeltinae  et  Myzolecaniinae,  auxquelles  appartient  T.  parvicornis.  En  rouge  se  trouve  la

probabilité  antérieure.

Ceroplastinae,  Eriopeltinae  et  Myzolecaniinae,  auxquels  appartient  T.  parvicornis .  En  rouge  se  trouve  l'isolat  italien  de  T.  parvicornis.  

Les  chiffres  dans  les  étiquettes  des  branches  indiquent  le  pourcentage  de  post­isolat  bayésien  de  T.  parvicornis.  Les  chiffres  dans  les  étiquettes  des  branches  indiquent  le  pourcentage  de  post­  isolat  bayésien  de  T.  parvicornis.

Figure  6.  Arbre  phylogénétique  de  MrBayes  du  gène  du  facteur  d'élongation  EF­1α  parmi  la  famille  des  Coccidae.

L'arbre  phylogénétique  de  HexA  parmi  les  Coccidae  n'a  pas  pu  être  obtenu,  étant  donné  que  seules  
trois  séquences  sont  actuellement  disponibles  dans  la  base  de  données  NCBI  parmi  les  familles  Coccidae,  Pseu­  seules  trois  séquences  sont  actuellement  disponibles  dans  la  base  de  données  NCBI  
parmi  les  familles  Coccidae,  Pseu­  dococcidae  et  Monophlebidae.  De  plus,  aucune  similitude  n'a  été  trouvée  entre

3.5.  Caractérisation  génétique  de  l'histone  H3

la  séquence  HexA  de  T.  parvicornis  et  P.  citri  de  la  famille  des  Pseudococcidae  (numéro  d'accès  
AM409515).  En  revanche,  la  séquence  est  identique  à  85,93  %,  avec  une  couverture  de  90  %,  à  
Pulvinaria  regalis  Canard  (numéro  d'accès  GU066931,  famille  des  Coccidae)  et  à  82,37  %,  avec  une  
couverture  de  99  %,  à  un  isolat  de  Crypticerya  sp.  (EU087882,  famille  des  Monophlebidae).

L'arbre  phylogénétique  de  HexA  parmi  les  Coccidae  n'a  pas  pu  être  obtenu,  étant  donné  que

Machine Translated by Google



La  comparaison  du  gène  HexA  n'a  été  possible  qu'entre  quatre  espèces,  dont  une  seule  appartenant  
à  la  famille  des  Coccidae,  et  précisément  P.  regalis  (Coccidae,  Coccinae)  a  montré  la  plus  grande  
similitude.

numéro  AM409515).  Au  lieu  de  cela,  la  séquence  est  identique  à  85,93  %,  avec  une  couverture  de  90  
%,  à  Pulvinaria  regalis  Canard  (numéro  d'accès  GU066931,  famille  Coccidae)  et  identique  à  82,37  %,  
avec  une  couverture  de  99  %,  à  un  isolat  de  Crypticerya  sp.  (EU087882,  famille  Monophlebidae).

Les  résultats  de  Wg  ont  confirmé  les  affinités  évidentes  dans  l'arbre  COI,  même  si  ce  n'est  qu'avec  la  
sous­famille  Coccinae,  et  en  particulier  avec  les  membres  appartenant  à  la  tribu  Coccini,  puisque  les  
séquences  de  gènes  wg  d'autres  sous­familles  et  espèces  n'étaient  pas  disponibles  dans  la  base  de  données  NCBI.

Français  La  présente  étude  rapporte  la  première  analyse  moléculaire  et  phylogénétique  de  
spécimens  européens  de  T.  parvicornis  depuis  sa  première  détection  en  2014  [19].  Les  résultats  
fournissent  la  séquence  partielle  de  cinq  gènes  marqueurs  (COI,  28S,  EF­1α,  wg  et  HexA),  dont  quatre  
ont  été  séquencés  pour  la  première  fois.  Comme  point  de  référence  pour  notre  étude,  nous  avons  
considéré  COI  car  il  est  communément  considéré  comme  le  gène  de  codage  à  barres  des  insectes.  De  
plus,  une  séquence  du  même  gène  était  déjà  disponible  pour  T.  parvicornis,  même  si  elle  était  extraite  
de  spécimens  différents.  Dans  nos  résultats,  l'analyse  phylogénétique  COI  a  montré  une  relation  entre  
le  T.  parvicornis  italien  et  les  deux  spécimens  d'Amérique  du  Nord,  ainsi  que  N.  cornuparvum.  Ces  
résultats  corroborent  l'hypothèse  selon  laquelle  T.  parvicornis  et  N.  cornuparvum  font  partie  de  deux  
genres  controversés,  Neolecanium  étant  considéré  comme  un  synonyme,  par  certains  auteurs,  du  genre  
Toumeyella  [1,37].  Certains  exemples  de  fortes  similitudes  sont  déjà  représentés  par  le  cas  des  espèces  
N.  leucaenae  (Cockerell),  Toumeyella  cerifera  (Ferris)  et  T.  sonorensis  (Cockerell)  qui  sont  désormais  
considérées  comme  faisant  partie  d'un  nouveau  genre  commun  nommé  Neotoumeyella  Kondo  &  
Williams  [38].

De  plus,  l'arbre  COI  a  révélé  des  affinités  phylogénétiques  entre  les  espèces  qui  sont  partiellement  
conformes  à  la  classification  morphologique  classique  des  Coccidae  proposée  par  Miller  et  Hodgson  
[39]  et  à  la  phylogenèse  menée  par  Choi  et  Lee  [40].

Français  La  phylogénie  moléculaire  des  insectes  basée  sur  une  collection  de  référence  de  
séquences  d'ADN  obtenues  à  partir  d'individus  d'espèces  identifiées  de  manière  fiable  a  été  utilisée  
pour  la  première  fois  il  y  a  plus  de  30  ans  [34].  Depuis  lors,  cette  approche  a  progressivement  gagné  
en  importance  et  en  fiabilité,  et  le  nombre  de  séquences  de  « codes­barres »  a  augmenté  de  manière  
exponentielle,  de  sorte  qu'en  2020,  Chesters  a  pu  déduire  la  phylogénie  de  69  000  espèces  [35].  À  ce  
jour,  les  données  moléculaires  sont  largement  utilisées  pour  décrypter  la  taxonomie  complexe  des  
insectes.  Un  exemple  lié  d'une  manière  ou  d'une  autre  aux  taxons  impliqués  dans  cette  étude  a  été  
publié  par  Normark  et  ses  collègues  [36],  qui  ont  pu  résoudre  la  classification  taxonomique  des  insectes  
à  écailles  blindées  appartenant  aux  Diaspididae  en  flanquant  une  identification  morphologique  
minutieuse  à  la  phylogénie  moléculaire  obtenue  en  concaténant  les  séquences  des  gènes  COI  et  COII,  EF­1α,  28S  et  16S.

4.  Discussion

Français  Dans  notre  analyse,  le  taxon  Myzolecaniinae  était  plus  proche  des  groupes  Eriopeltinae  et  
Coccinae,  et,  conformément  à  Choi  et  Lee  [40],  nous  avons  constaté  que  la  sous­famille  Eulecaniinae  
est  également  proche  du  groupe  Filippinae,  et  que  Cardiococcinae  et  Ceroplastinae  partagent  une  
similitude  avec  le  groupe  Coccinae.  Comme  l'avaient  supposé  à  l'origine  Miller  et  Hodgson  [39]  et  
confirmé  par  Lin  et  al.  [41]  et  Choi  et  Lee  [40],  le  groupe  Coccinae  nécessite  une  révision  taxonomique,  
en  particulier  en  ce  qui  concerne  les  tribus  Paralecaniini  et  Pulvinariini,  en  raison  de  leur  nette  distance  
par  rapport  au  reste  des  tribus  Coccinae.  En  effet,  nos  résultats  ont  également  montré  une  séparation  
d'Austrolecanium  cryptocaryae,  A.  sassafras  et  Megalocryptes  buteae  de  la  tribu  Paralecaniini  du  
groupe  principal  Coccinae  en  se  regroupant  avec  des  membres  des  sous­familles  Eulecaniinae,  
Filippiinae  et  Cardiococcinae.

Dans  les  arbres  phylogénétiques  du  gène  28S,  deux  groupes  principaux  sont  formés :  l'un  avec  
les  sous­familles  Cocci­nae  et  Ceroplastinae,  conformément  à  l'association  phylogénétique  
précédemment  décrite  [23,41],  et  une  seconde  branche  avec  les  sous­familles  Eulecaniinae,  Coccinae,  
Filippiinae,  Cardiococcinae ,  et  le  seul  membre  Myzolecaniinae,  T.  parvicornis.  Il  est  intéressant  de  
noter  que  l'  arbre  phylogénétique  construit  sur  les  séquences  de  l'EF­1α  a  montré  le  même  regroupement.
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Français  En  raison  de  cet  impact  environnemental  potentiellement  dévastateur,  plusieurs  tentatives  ont  
déjà  été  faites  pour  mieux  comprendre  et  contrôler  ce  ravageur  [16,44],  mais  les  stratégies  de  contrôle  
les  plus  puissantes  sont  probablement  « inscrites  dans  leur  code  génétique »  [45].  En  effet,  plus  de  95  %  
des  séquences  déposées  dans  la  base  de  données  du  système  BOLD  étaient  uniques  et  hautement  
distinctives  dans  la  séquence  COI  [22,32].  Le  code­barres  ADN  utilisant  la  séquence  COI  a  permis  
l'identification  de  nouvelles  espèces,  en  particulier  lorsque  la  caractérisation  morphologique  est  difficile  
ou  pourrait  conduire  à  des  erreurs  d'identification  des  espèces  [46].  Le  code­barres  ADN  mérite  d'être  
amélioré  pour  améliorer  la  gestion  des  ravageurs  dans  les  années  à  venir  [47,48],  car  des  outils  génétiques  
ont  déjà  été  appliqués  comme  stratégies  de  biosurveillance,  en  particulier  pour  la  gestion  des  ravageurs  
exotiques  [45].  À  titre  d'exemple,  le  code­barres  COI  a  récemment  été  appliqué  pour  discriminer  les  
cochenilles  farineuses  (famille  Pseudococcidae)  affectant  les  plants  de  café  au  Brésil  afin  de  développer  
une  gestion  intégrée  des  ravageurs  (IPM)  et  des  interceptions  de  quarantaine  tempestive  [46].  Il  est  
intéressant  de  noter  que  des  méthodes  de  détection  rapides  peuvent  être  facilement  dérivées  des  
données  moléculaires  utilisées  en  phylogénie.  À  titre  d’exemple,  un  test  spécifique  basé  sur  la  PCR  a  été  
développé  sur  la  séquence  du  gène  ribosomal  28S  de  l’espèce  Aspidiotus  rigidus  Reyne  (Hempitera :  
Diaspididae),  la  fausse  cochenille  du  cocotier,  permettant  une  méthode  de  détection  rapide  et  abordable  
capable  de  la  distinguer  des  autres  espèces  du  même  genre  récupérables  dans  les  plantations  de  
cocotiers  aux  Philippines  et  fournissant  un  outil  clé  aux  agriculteurs  pour  une  gestion  appropriée  et  opportune  de  ce  ravageur  [49].

5.  Conclusions

De  plus,  le  nombre  de  générations  annuelles  que  l'insecte  accomplit  dans  un  climat  méditerranéen  devrait  soulever  une  question  

supplémentaire.  Étant  donné  la  présence  du  ravageur  en  Amérique  du  Nord  et  en  Amérique  centrale  et  la  diversité  du  climat  dans  ces  

régions,  on  peut  se  demander  si  T.  parvicornis  s'est  rapidement  adapté  à  l'Italie  centrale  parce  que  la  zone  de  provenance  présentait  

des  conditions  environnementales  similaires.

des  informations  également  sur  l'histoire  évolutive  de  groupes  taxonomiques  entiers  [42].

Les  réponses  à  ces  questions  ouvertes  seraient  très  utiles  pour  renforcer  le  contrôle  problématique  des  
matières  commerciales  entrantes  et  devenir  une  étude  de  cas  de  référence  dans  la  gestion  de  la  propagation  
d’insectes  nuisibles  similaires.

Cette  étude  moléculaire  fournit  cinq  nouvelles  séquences  génétiques  de  la  population  italienne  de  T.  
parvicornis.  La  séquence  COI  correspond  aux  seules  autres  séquences  COI  disponibles  de  T.  parvicornis  extraites  
de  spécimens  nord­américains,  tandis  que  les  quatre  autres  séquences  sont

Toumeyella  parvicornis  représente  une  émergence  phytosanitaire  grave,  compte  tenu  de  son  impact  élevé  
sur  sa  plante  hôte,  P.  pinea  [13].  Le  risque  majeur  est  lié  à  un  changement  radical  du  paysage  côtier  dans  le  
bassin  méditerranéen,  où  le  pin  parasol  est  largement  répandu  [43].

Outre  la  phylogénie,  il  convient  de  noter  que  l’approche  moléculaire  peut  fournir  des  informations  précieuses
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De  plus,  l'analyse  des  séquences  de  gènes  marqueurs  peut  être  utilisée  pour  décrire  la  
structure  génétique  de  différentes  populations  d'une  espèce  nuisible  lors  d'une  épidémie,  
comme  pour  COI  et  EF­1α  pour  le  même  A.  rigidus  aux  Philippines  [50],  fournissant  des  
informations  précieuses  sur  les  voies  de  leur  dispersion.  Considérant  le  scénario  d'expansion  
potentielle  de  T.  parvicornis  [44],  les  séquences  nouvellement  déposées  peuvent  déjà  être  utiles  
pour  accélérer  ses  stratégies  de  détection  et  de  contrôle.  De  plus,  d'autres  études  génétiques  
sur  des  spécimens  de  T.  parvicornis  provenant  des  différentes  zones  de  présence  dans  le  
monde  devraient  nous  permettre  de  retracer  son  origine  et  les  voies  d'entrée  probables.  Ces  
informations,  lorsqu'elles  seront  disponibles,  seront  utiles  pour  expliquer  pourquoi  ce  ravageur  
s'est  adapté  et  s'est  propagé  rapidement  dans  la  péninsule  italienne,  combien  de  points  d'entrée  
l'espèce  avait  et  comment  son  expansion  peut  être  empêchée  [51].  Par  exemple,  l'approche  
moléculaire  pourrait  être  utilisée  pour  expliquer  la  propagation  de  ce  ravageur  en  Italie,  où  le  
premier  foyer  italien  a  été  signalé  dans  la  région  de  Naples  [19]  et  presque  indépendamment  
dans  la  zone  environnante  de  Rome,  vers  le  bord  de  mer  [16,17].  En  fait,  à  ce  jour,  il  n'existe  
pas  de  voie  de  diffusion  reliant  les  deux  zones,  et  seule  une  étude  de  la  relation  génétique  entre  
les  individus  des  deux  populations  peut  expliquer  ce  qui  s'est  réellement  passé.  Cette  
méthodologie  s'est  déjà  avérée  efficace  dans  d'autres  études,  comme  par  exemple  pour  
Halyomorpha  halys  (Stål)  (Hemiptera,  Pentatomidae),  où  les  voies  d'entrée  ont  été  déterminées  grâce  à  l'identification  de  différentes  populations  [52].
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Cette  découverte  est  totalement  nouvelle  pour  la  science.  L'analyse  phylogénétique  a  confirmé  
l'appartenance  de  T.  parvicornis  à  la  sous­famille  des  Myzolaecaninae  et  sa  proximité  avec  la  sous­famille  
des  Coccinae.  Les  résultats  présentés  dans  ce  travail  pourraient  simplifier  les  pratiques  d'identification  du  
ravageur  dans  les  zones  urbaines  et  naturelles  de  pin  parasol  et  ouvrir  la  voie  à  de  futures  évaluations  
génétiques  des  populations  pour  mieux  comprendre  les  voies  d'invasion.
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