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Caractérisation moléculaire et analyse phylogénétique des
Cochenille du pin Toumeyella parvicornis (Cockerell)
(Hémipteres : Coccidae)
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Ces auteurs ont contribué de maniére égale a ce travail. L'ordre des auteurs a été déterminé par ordre d'ancienneté croissante.

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
a trouver des stratégies de contréle ou des méthodes de détection alternatives. Les méthodes de biologie moléculaire
sont d' une grande importance, en particulier pour les espéces 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 espéce 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 espece démontre la nécessité d'

une caractérisation moléculaire, inspirant la présente étude.
check for
updates
Résumé : Toumeyella parvicornis (Cockerell) (Hemiptera, Coccidae) est en passe de devenir un ravageur potentiel
Citation : Di Sora, N. ; Turco, S. ;

majeur des pins parasols (Pinus pinea L.), aussi bien dans les parcs urbains que dans les pinédes d'Europe. Sa
Brugneti, F. ; Rossini, L. ; Mazzaglia, A. ;

- répartition récente est source d'inquiétude dans plusieurs régions d'ltalie et de France. La détection précoce de ce
Contarini, M. ; Speranza, S.

Caractérisation moléculaire et ravageur joue un réle fondamental pour contenir son expansion géographique, mais son identification taxonomique
Analyse phylogénétique de lnsecte repose encore sur des observations laborieuses des traits morphologiques. L'identification est également compliquée
cochenille du pin Toumeyella par la petite taille du ravageur, qui ne permet les observations qu'a I'aide d'un stéréomicroscope.

parvicornis (Cockerell) (Hemiptera : L'identification moléculaire est utile pour la détection, mais il n'existe actuellement qu'une seule séquence
Coccidae). Forests 2023, 14, 1585. génétique disponible pour ce ravageur. Cette étude comble cette lacune en fournissant les séquences de
https://doi.org/10.3390/14081585 cing génes différents (COI, 28S, facteur d'élongation (EF-1a), wingless (wg) et histone H3 (HexA)), ainsi
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1. Introduction
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Cet article est un article en libre accés La superfamille des Coccoidea (Hempitera, Sternorrhyncha) comprend des organismes
distribué selon les termes et . . . . . N

communément appelés cochenilles [1] qui se nourrissent de la séve 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

conditions du Creative Commons
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indigénes, comme Saissetia oleae (Olivier) (Coccoidea, Coccidae), infestant les plantes du genre Olea [4], ou Plat
4.0/).
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(Risso) (Coccoidea, Pseudococcidae) et Parlatoria ziziphi (Lucas) (Coccoidea, Diaspididae),
infestant les plantes du genre Citrus [5,6].
Parmi le groupe des cochenilles, les especes appartenant a la famille des Coccidae se nourrissent et

se développent sur une pléthore de plantes hétes dans le monde entier, de I'hémisphére nord a
I'némisphére sud [ 7] : Ceroplastes rubens Maskell infeste, par exemple, les cultures de thé dans certaines régions
d'Asie [8] ; Coccus hesperidum L., est un ravageur Coc-cidae hautement polyphage et réparti a I'échelle mondiale
[9]. Leur potentiel invasif est renforcé par leur petite taille et leur parthénogenése
reproduction et par I'absence d'ennemis naturels locaux (c'est-a-dire des prédateurs, des parasitoides et
maladies) dans la nouvelle zone d'invasion [3,10,11]. Parmi la sous-famille Myzolecaniinae,
le genre Toumeyella mérite sGrement notre attention [12,13], et en particulier, I'espéce
Toumeyella parvicornis (Cockerell), communément appelé insecte cochenille de tortue. Il est originaire d'Amérique
du Nord [7], ou il se nourrit et se développe sur différentes espéces du genre
Pinus [14]. Récemment, T. parvicornis a été introduit en Europe, ou il provoque de graves
dommages, y compris le dépérissement des arbres dans les foréts urbaines et naturelles de Pinus pinea L. [ 15,16 ].
Les principaux dégats 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
L'ltalie, surtout dans la zone métropolitaine de Rome, est élevée au point que le dépérissement de
Les pins parasols modifient le paysage urbain et cétier typique [17]. L'identification des
T. parvicornis est toujours basé uniquement sur ses traits morphologiques [16,18], de préférence sur la

Foréts 2023, 14, x POUR EXAMEN PAR LES PA%aSractéristiques microscopiques du premier stade nymphal (appelé stade rampant) ou de 3suris
les femelles adultes [19,20]. En alternative, il est possible d'identifier les stades males juvéniles
par la conception des couvertures nymphales [18].

FEIRHgs! abRAR S ATEUSRTRNRS, 4| PHFRUFR RAMER WA RIS 3 M 5R-48 P BRGSS p A Re 4R Preuves de Figure 1.

go&lttes de mhellat et couverture de moisissure noire.
gouttes de miellat et couverfure de moisissure noire.

2. Matériels et méthodes , .. N .
€s connaissances génétiques sur cette espéce sont encore rares. Seules deux séquences de code-barres sont

aptuetieinens disppedinasdarsTiesthaasi gadontetiadigiiedionBanisheldgiyseleux sont liés au cytochrome
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eUrl%poegﬁﬁjde), dans les installations du « Reparto Carabinieri Biodiversita di Roma ». Ce travail vise a combler cette

v lac dans les cannaissances en fournissant les séguences (partielles).
Iechanlfﬂﬁ)nnage & eleceieciie ped de empsa eSS péﬁo'ge Ssﬂlvernage des femelles adultes

r5a henaaBIRe e SUSLoRlo SOl AP SHL fionealen 16.Els 1) sans alenlng) ©
de pin pargsol ).provenant de I'ADN extrait par des femelles adyltes de T. parvigornis collectées dans
ﬁspav ien en\;i%n 1%nans, un &amétre 3e% cm, une hauteur J’Ien\%rong rg et é)tagent espacgs de% m.
Apreés la collecte, les échantillons ont été scellés dans des sacs en plastique pour éviter toute dispersion.
et amené au laboratoire, ou la premiére identification morphologique a été réalisée sous un stéréomicroscope, suivant
les clés illustrées de Hamon et Williams [7]
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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 a ces cing genes.

Nous considérons que ces informations sont d'une grande importance car (i) elles enrichissent les
connaissances sur la génétique de cette espéce, 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 controle ; et (iv) elles fournissent des informations sur les
voies d'introduction, adaptées a la formulation de stratégies de confinement plus précises.

2. Matériels et méthodes

2.1. Collecte de spécimens de Toumeyella parvicornis et identification morphologique

Des spécimens de T. parvicornis ont été collectés en avril 2023 sur des pins parasols dans un
parc urbain situé a 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 Biodiversita di Roma ».

L' échantillonnage a été effectué peu de temps aprés la période d'hivernage des femelles adultes,
lorsqu'il y avait une plus grande probabilité que le développement des ceufs ait commencé. Les pins
parasols étaient &gés d'environ 10 ans, mesuraient 9 cm de diameétre, 3 m de hauteur environ et
étaient espacés de 6 m.

Frangais Apreés la collecte, les spécimens ont été scellés dans des sacs en plastique pour éviter
toute dispersion et apportés au laboratoire, ou la premiére identification morphologique a été réalisée au
stéréomicroscope, en suivant les clés illustrées de Hamon et Williams [7] et Miller et Williams [18], de la
méme maniéere que Di Sora et al. [16]. Les caractéres généraux des spécimens collectés correspondent
a la morphologie typique de la sous-famille des Myzolecaniinae [1], en particulier en raison (i) de la forte
sclérotisation du dos, (ii) des plaques anales avec de nombreuses soies, (iii) de I'absence de ocelle, (iv)
des pores discaux progénitaux avec 5-6 loculi, (v) des antennes réduites et (vi) des pattes réduites. Apres
cette premiére sélection grossiere, les spécimens ont été caractérisés morphologiquement en considérant
que les femelles adultes de T. parvicornis ont des dimensions de 3 a 3,5 mm de longueur et environ 3
mm de largeur, une forme de corps modérément allongée et un derme brun rougeétre légerement
sclérotisé avec des taches sombres (Figure 2a).

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 males présentent en revanche une surface cireuse plutét
fragile, une forme oblongue avec une élévation légérement antérieure, I'absence de sculptures pertinentes
et une seule suture postérieure transversale formée par la fusion des sutures transversales postérolatérales
et postérieures (Figure 2d).

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

Le matériel disséqué a été conservé dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL et stocké au réfrigérateur a 4 -C jusqu'a
I'extraction de I'ADN.

2.2. Extraction d'ADN, PCR et séquencgage

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 uL de tampon de lyse
(2 % de CTAB, 0,02 M d'EDTA, 0,1 M de Tris-HCI pH 8, 1,2 M de NaCl) a 65 -C pendant 30 min. Un
volume de chloroforme:alcool isoamylique (24:1) a été ajouté a la solution, vortexé et centrifugé a 12 000
tr/min pendant 10 min a température ambiante. La phase aqueuse a été transférée dans un nouveau tube
Eppendorf et extraite a nouveau avec un deuxiéme cycle de chloroforme:alcool isoamylique. La phase
aqueuse a ensuite été incubée avec 10 % de volume de CTAB (10 %) et 500 pL de chloroforme:alcool
isoamylique supplémentaire. Aprés centrifugation pendant 10 min a 12 000 tr/min, le surnageant a été
transféré dans un nouveau tube Eppendorf et I'ADN a été précipité avec un volume d'isopropanol froid et
10 % de volume d' acétate de sodium 3M pendant 2 h a —20 -C. Apres 10 min de centrifugation a 12 000
tr/min, le culot
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a été lavé avec de I'éthanol a 70 % et remis en suspension dans 50 pL de Tris-EDTA (TE) préchauffé a 65 -C.
L'ADN a été quantifié a I'aide du fluorimetre Invitrogen Qubit (Thermo Fisher Scien- mg. Le matériel
Slipsrrisntapivemmsriy AR dessiibgssranaRitgsnbR MEfE Rt AANSHEIAREE IR ovative).
SeiligsFRicHER IR e ibligHEARE Bed \ON-

p c..’fﬁ,-‘-- -
PO e e e L e T, T e S A Bl BS P BP R AiBY de

pores biloculaires dorsaux femelles montés sur lame, ( c) plaques anales femelles montées sur lame, (d) amas de pores
bélg&g@{[ﬁ% %F@%melles montés sur lame, (c) plaques anales femelles montées sur lame, (d) immatures

couverture masculine.

2.2. BXRRs BRI ARt B EAIEDRBAD2 du gene nucléaire 288, facteur d'élongation (EF-1a),
winglessARYy) gétioistnee HiGtéHa dt$ enttété déldatiantiesipsuna ddamips ale deaied grmagdulieséseten(BOR)
ytiictentdle HastosceEAB a0l eng ble anaté tieksariaétioms dedd GReund @ bréamidificatiomersuit
kit taPryploal'dddNsdil (E4~CTAL) @024t EidTBE S AVt Ti4-HEIdeHIGeti2M NaCl) a 65 °C pour 30
aminrdés olensesletchiotefGtuty. dlagdVisstempiiyd€ld Bias égnamputériala’deimagmed damsinnvolume
fleabde 2anrifuhes A2 BoONtétérpatidées 1 raide denpBratice Gamidmipldrecytieomah phase aqueuse
(Biserchesh anhegyeslangenaancidine jaaecrtdas progiaitivess shempdifastioxt @it sid¢mandanciiascdgsdeuxiéme
ayislerdforme : alcool isoamylique. La phase aqueuse a ensuite été incubée a 10 % de volume pendant
16TRiB, (40 gyyisssTt gledffenioescnié <GlpeorirahbaAt)Bql8 sulnIEeidhtals. Ap€Otentrifugation pour
et Gefmihcd, B0 06D (Wi 8e GURRRL STl RNIRSIRINSTERS dalRs aRtipL gL kil® Bppendorf et 60 s et une
dteyeN'sEenpieripralakEinCermdantidoripakes rorduits oo deR shirticadsymlisssdans un gel
dRERRSE I Ppbiusnt RUISSEdUCOCAPRISSANGH sbeeRHGHAfFaNII0D thMfAfiRSculot a ete
%08@9&65‘7@'%@é%ﬁ&?’F@gﬂ§)eh%(fsﬁéﬁ%ﬂ?ﬁéﬂﬁﬁfé'ﬁm‘?ﬂﬁé@?ﬁ%@m%iWfﬁ%chauffé
3 QPN di€ yladrirch Ty bid iRRBD IR RGR (@ehmertiliel adiertrs/ [FRoial deensulte
IgynienitevnRssHRIS RS oV IR S IhRASMER dehpRss IR BHBEAlESNGRb vative Solu- avec
3%§T@a%]&ifﬁﬁ§piﬁﬁ?ﬁed9%?é&de données Barcode of Life (BoldSystems V4) pour la
Séquegs (3R biek 9PN I5IA FEEMERGARRIIBN ARG BRaliRGarich (esidh QRgIRivle sur
W%ﬁ(é@&%ﬁ?‘e?wéél&g'ﬂﬁ‘a%%ﬁtalﬂ/ éfé)ggfgﬁ’i!)%ﬂgﬂ%@q%ﬁbliﬁcation par réaction en chaine par polymérase

PCR) en utilisant les amorces répertoriées dans le tableau 1. Les réactions de PCR ont été préparées comme
suit: 2.3. AnaIKse'\Ph){logenethue o i i ) o
bas : 2 yL d'ADN dilue (~30 ng) ont été incubés avec 0,4 uM de séquences directes et indirectes. Les

amorﬁg%%?ﬁsﬁjs&’é’ ﬂBWF&? %E?gr%%lc &%ﬁa"@oyﬁéﬁpﬁ Egﬁ%q Rﬁérﬁé’&ﬁ%ﬁac?ans une famille finale,
PR AD S G QeI SRERARLERE 5 A8 R PREARS R N o Explorer. Les sous-
f |'(I)|8rs 'P/Ie)fzzhorl% 8595‘?%%55}'{88!"&%%‘}, gsetglgcérgaﬁgg&saa rﬁgérétlér%%ﬂﬁggﬁgnNgﬁétés en fonction de
I‘analéﬁp. Phrylogenetl ue (ExbleaH.S]i). Les séquencets ont éEé végﬂe&as vnfsue{leme @J'@lde

aux UI eEﬁ te amorl_es., npa l\l/lcllJJS((e:rLaprgssun1e egapﬁ ni |a|Ie. € enalurq 10N a pendant 15
'HB‘ byc%s oﬁt Etg] rgg |s|gep S 8}(%% endanFBB S, 9% s[%e]i'ec%slt ?féloas BBY 819EE?1t g}ugg ?enéo%tgtruits en
utiIiFant des méthodes d'inférence bayésienne (Blg avec MRBAYES,B.%. a [30]. L'évolution a été fixée
selon les normes suggerees par les développeurs a un niveau général.

étape d'extension a 72 °C pendant 10 min. Les produits de PCR ont été visualisés dans un gel d'agarose-

TAE a 1,5 %, puis séquenceés selon la méthode Sanger chez Eurofins Genomics (Eurofins Genomics GmbH,
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modele réversible dans le temps avec des taux distribués selon la méthode gamma et une proportion de sites invariants
(« GTR + | + T »). Aprés quelques tentatives de réglage, la simulation de Monte Carlo par chaine de Markov
a été exécuté avec 2 000 000 de simulations, des arbres échantillonnés toutes les 100 générations et des diagnostics
calculé toutes les 1000 générations pour obtenir un écart type des fréquences divisées

inférieur a 0,01. Une analyse de vraisemblance maximale (ML) utilisant RAXML-HPC a été réalisée comme
Eh bien, en utilisant I'algorithme GTRCATI comme modéle de substitution et 1000 bootstraps [ 31 ].
les arbres phylogénétiques ont été visualisés avec FigTree v1.4.4 et I'image a été éditée avec

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

(mai 2023)).

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

Séquence 5-3

Amorces Référence
Avant Inverse
PCO-F1—LepR CCTTCAACTAATCATAAAAATATYAG gg‘?g‘g;;i;ﬁ?é‘; Amouroux et al. [23]
C-28SLong-FC-28SLong-R GAGAGTTMAASAGTACGTGAAAC Aggigéﬁgg\ Amouroux et al. [23]
M3-rcM44.9 CACATYAACATTGTCGTSATYGG Cglg.?;fg?gg Cho et coll. [24]
M44-t-rcM53.2 CGAACGTGAACGTGGTATCAC * Gﬁgﬁgﬁ;%iic Cho et coll. [24]
échelle_wg_F-LEPWG2 CTGGTTCGTGCACGACGMGRACSTGYTGGATG  ACTHICGCARCACCAR e ardy g‘eas'é{f%%]
H3 HexA-f-HexA-r ATGGCTCGTACCAAGCAGAGCGGC ?_\-I.-I_A(}’T:EI_CGT;SGGACC Zahniser et al. [27]

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

3. Résultats

En suivant le protocole décrit dans la section Matériels et méthodes, 17,8 ug de
I'ADN génomique a été extrait des masses d'ceufs, avec des longueurs d'onde de 260/230 nm et de 260/280 nm
ratios compris entre 1,7 et 2, et dilués en série pour les amplifications PCR.
des cinq loci différents ont donné des séquences de la longueur attendue : 585 pb pour le COI,
825 pb pour le 28S, 1101 pb pour EF-1a, 362 pb pour HexA et 409 pb pour wg. Les séquences
ont été déposés dans la base de données nucléotidiques du NCBI sous les numéros d'acces : 0Q996415,
0Q991203, OR085314, OR004804 et OR004803, respectivement.

3.1. Relations phylogénétiques des COI

Une partie du locus mitochondrial COI a été largement utilisée comme code-barres ADN
pour les insectes de toute sorte grace a un taux de mutation suffisamment rapide pour distinguer méme entre
espéces étroitement apparentées [32]. La séquence COI partielle obtenue ici a montré un pourcentage
d'identité de 91,40 % et une couverture de requéte de 97 % pour les deux seules séquences COI
correspondantes de T. parvicornis disponibles dans la base de données NCBI blastn et appartenant a des spécimens
isolé au Canada en 2010 (numéros d'acces KR041198 et HQ974643.1, respectivement),
suivi de Neolecanium cornuparvum (Thro) avec 88,24% d'identité et 96% de requéte
couverture. La séquence d'acides aminés traduite, en revanche, a donné 95,45 % et 94,44 %
identique aux deux autres T. parvicornis, avec 92 % de couverture de la requéte, suivi de Parthenole-
canium corni (Bouché) (85,22 % d'identité, 94 % de couverture) et N. cornuparvum (93,43 % et 92 %
couverture). Dans I'ensemble, la séquence d'acides aminés est enrichie en résidus petits et hydrophobes
(en rouge), résidus hydroxyle, sulfhydryle ou amine (en vert), avec seulement six basiques (en magenta)
et trois résidus acides (en bleu) (Figure 3).

Pour I'analyse, nous avons considéré les espéces appartenant aux groupes suivants : Cardiococci-nae
(3 séquences), Ceroplastinae (2 séquences), Coccinae (43 séquences), Eriopeltinae
(3 séquences), Eulecaniinae (9 séquences), Myzolecaniinae (4 séquences) et Filippiinae
(4 séquences), pour un total de 68 espéces parmi les 7 sous-familles. Bayésien et ML
les arbres déduits ont confirmé les relations étroites obtenues a partir de I'alignement BLASTn, montrant
les trois T. parvicornis et le N. cornuparvum (sous-famille des Myzolecaniinae) au sein de la méme
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3.1 Relations phylagénétiques des COI

Une partie du locus mitochondrial COIl a été largement utilisée comme code-barres ADN pour les
insectes de toute sorte %réce a un taux de mutation suffisamment rapideeour distin%g?r méme un groupe et

au sein d'une meme branche avec Sphaerolecanium prunastri (Boyer de Fonscolombe )
0p ielle obtenue icl @ montré une sous-

entr? d(?s esgéces etroitement ?TPRlarentéeg g% L[a sé%uenc CQl aRt
TS teLg a}'n%p?iltsé oéndlcéalrou"/ etel%St%guvet u?l o%olge ul?érg der97 E}; Sc?ur}uljss' de”lfl))P gethnlg e rrespondants
urcen , . : )
(Ecl,)gures fgt 5119 Sans es deux aorbr_es, ?e_reste ﬁe ?a%ranghetla p‘l:'us p'rc°>él?1e, aef'exceptlon de |<§esﬁ1oqoccus
B R e erdhy LeRs isBenbler. S 2 Bass SfaonneRs NGBl plge! et appartenant 2 koreanus
an sg 'cimerTJs isRIe’g au anafja en 2010 gnuméros ,dglccessign K%Oéﬂ 1f98 nﬁt HQ974643.1, Ceroplastes
rubens (sous-famille’des Ceroplastinae), est compose de membres de a famille des Coccinde i
BRIV LR RIS AL YRR L (R} 0 S8 Bl ahiealits: Bl Sous Targle:
A p e = > PTG AP
SENSRIRRAT 12 LR 9EE R e R L ARSE L AR LR IS S P RN EnP FBUNiliSHiR 9545 % dinae,

h birtihins IGHES AL LR 8UESCrRSEYSO RS BILCE ST 5 FRHYRUMFR e 'a requéte, especes suivies).
rREMBAEEARSRIIMMLAP T HRRUA S (BR 82ChoR Ide g atth <ol SR &Y RISUERIRL B cornuparvum

NGB R Bl (rE5eOPHNERHLRY), RRT BRSNS LA gMRNRS ERPIIRSAIARR SLNHSRIS &1 petits et
HERIHSYEFARISPES SRR sidunhrpries cuidhydriesioLsATAES (en vert), avec Austrolichtensia
ngtwg@@pgﬁgqgﬁ‘(mage&t@&gmis résidus acides (en bleu) (Figure 3).

MGLSMS!

MRIELMNTKNNFNFNLT
LIMRIELMN TIHALLMIF
LIMRIELMNTNI MLITIHALLMIFFMTM
LIMRIELMNTNNI ALITIHALLMIFFMTM
SMSLIMRIELMNTNNNMS FNMVYYMLITIHALXMIFFMTM

MITIHALLMIFFMTM

HKNISIMYLLLGMWSGH
IMYLLLGMWSC
IMYLLLGMWSG

GVFSNWLIPLMISSODLIYPRLNNLSMWILFPSLMLMMSSMFIKNKIFTGWTLYPP
M MWILFPSLLIMLMSMFTKNKIFTGWTLYPP
MWILFPSLLIMMMSMFTKNKIFTGWTLYPP

PITIGTFSNWL N N p
PIIIGTFSNWLIP! N

SDLMYPF MWILFPS MSMF IKNKIFTGWTLYPF
1YSSDLMYPRLNNLSMWILFPSLLIMMMSMFIKNKIFTGWTLYPP

SSLNFLISMT

DS LINNLSLYCWAMMITSML
SSLNFLISMT

LINNLSLYCWAMMITSML

PMGNGNPIIFQHLFWFFGHPEVYILILPGFGLM
MGNGNPIIFQHLF

M NGNPIIFQHLFWFFG
MIIMDHNFNSMFFNPMGNGNPIIFQHLF
LIMSIPVLASGITMIIMDHNFNSMFFNPMGNGNPIIFQHLF

MIIMDHNFNSMF
I THIIMDHNFNSHF

SQIMNQETGKLEIFSKIN

4-10
Toumeyelia parvicornis CF
EACO3.1L

AiigHementlignssaeeide saauaprasentinias delusigiiieied a aistaine sus BiRd drdmevissrnseg caysiase (COI) Figure 3.
SEIERCR 183U BTITERIRT RESRSIpriBIS PREIRIGR g Y 98D IR YE L7HS L BYSERE WSy drophobes ; en
|§é‘r@§3u?%§‘§i&j&§é-€e rgﬁ %Pt‘ﬁ'rl%r@%l euﬁebgﬁfﬁ%%srwaet %rg lvg[l%‘rwydroxyle, le sulthydryle, et en bleu, les acides; en magenta,

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

3.2. RétatishaphlyRanes aye i GtRddsd KRN snReashdgRart@®nt aux groupes suivants : Cardiococcinae
(3 séquences), Ceroplastinae (2 séquences), Coccinae (43 séquences), Eriopeltinae (3 séquences) ,

UFROLSOGERUE WETRAUIRAE (R PAYCNEBY6 MY TOLTRNINE TSR RN Rl RPIE SR ¢, SoMeNmsE) avec
AuRBYr 86 &iRlide RR Gebaces LATIIRRESAUTEATILGE G0 variyLe déduite par Bayes et ML ; et, parmi les
dRREFRIRS PRLFIBHERR L hRIRianRshS EotRRRPE USSP OAU AR SRR S0K BHUDER SURFR! Bardiococ-
JeRjsich ) ierysistimAt poLutRANEB fsevsdrmiled vriteariag e alt saimsis/a méme cinae (2
HQHeRRSTARRIRIMEBNEEGERRG Clampaiedamiiss PPraagRiagafium prunastri (Boyer de Fonsco- (7
dBRIAIskAEAN ARSI wBAEHRL Rt igad Sl dPaAERRSHSTIHRSE BRI IR e HRPRISNASS ﬁrBEH@s de
pvihmdlediguies dsetetibiprnsdasdipx asias e peeene, Imbraaehe ia Plemereche, a 'exception de T.
CirsmpsqprusdipetenieraribacPiun(svmiai)ilesirsdedCardssocorraglaBaeoaimadéogniilippiinae
Soneteche! GrIepATiAS dibenctésauskirnaitsgheroatardnme)Sen Fognoases dodpembrastee (Figures 5 et
dwseiverdamilies demEiparinasntomviie sentehranabeedisiénelerirned e boe dray et Rss € erepre tridecani-

inae et Filippiinae, conjointement avec les membres Cardioccinae et Coccinae (Paralecaniini et 3.3. Relations
rhyleeenédmesuilrastR dMinglaghe branche éloignée des autres, est composée de trois membres Coccinae-
Paralaoagiéss(Aesirqieeasmisryiptassaire bitadpdlante du sagpafas Gul- La séquence partielle du géne
irmadindoxglaitestifhiegatesr ittsierity tastec Takiabasiigntgues srie 8t redsdeuRilip pignGecEigsonema et disques
shdl akeasiMssEGavet aus 83123t hbsin Gakeamica(iiuiit 8 /6T, §ulieden dis ceapania(vart) apssen ne neguitte
afEvdeicaaiteec(@ryptot 1k, LT8, Ketd8 8o@edk)couverture des requétes, respectivement. Pour I'analyse, nous
especes considérées appartenant aux suivantes : Coccinae (17 séquences) et Myzolecaniinae
(1 séquence). Méme dans ce cas, aucune séquence n'est actuellement disponible a partir des parents les plus proches



Machine Translated by Google

Foréts 2023, 14, 1585

7 sur 14

Foréts 2023, 14, x POUR EXAMEN PAR LES PAIRS

: ulecanium kunoense
I: hodococcus sariuoni 517799

Eulecanium cerasorum S53-05b

8 Fulecanium giganteum TYHSL14 8
Eulecanium kuwanai S8C011
Takahashia japonica 51843

Ericerus pela S17709
Physokermes hellenicus Phell5
Paralecanium expansum YPLOO110

_D Paralecanium frenchii YPL0O0278
Platylecanium sp. YPL 2017 YPL00463

Drepanococcus chiton YPLO0O504

Eulecaniinae
Filippiinae
Eulecaniinae

Coccinae

Cardiococcinae

- Megapulvinaria beihaiensis Coccinae

Metaceronema japonica Filippiinae

——E Pulvinarisca sp. Coccinae
Dicyphococcus ficicola 517724

Cardiococcinae

7 sur 15

de T. parvicornis ; en conséquence, il s'est regroupé seul dans les arbres Bl et ML, mais dans le
branche des Coccinae (toutes les espéces appartenant a la tribu des Coccini) (Figures S3 et S4).

Mitrococcus sp. S9C003
Megapulvinaria maxima 51828

= Tectopulvinaria sp.
—ljl_epfopulvinaria sapinda CWH?2
Neosaissetia tropicalis YPL0O0296 -
_|jfucalymnatus tessellatus 51793 Coccinae
Pulvinaria neoceflulosa 53-789d
Pulvinaria okitsuensis

Prococcus acutissimus 53-656d
l——— Ceroplastes rubens 517809
48 Ofu.'vinaria kuwacola
[ wivinaria photiniae S8C068
9 Pulvinaria nishigaharae
Pulvinaria vitis
Pulvinaria hydrangeae S7C214a
Pulvinariella mesembryanthemi
Pulvinaria nipponica STC306
_‘E Ceroplastes cirripediformis 517654
Parasaissetia nigra pnl
Coccus penangensis YPLO0O536
1(éﬁc.n:cr.rs sulawesicus YPLOO571
occus discrepans YPLOO710
Coccus formicarii 58C112a
Coccus praetermissus 51826
Coccus hesperidum S17243

e Milviscutulus mangiferae
| _I_—-L Protopulvinaria pyriformis 51811
£ Ivinaria psidii 517174
occus celatus 51827
Saissetia somereni
W0 Saissetia coffeae S17771
= Saissetia oleae 517817
Saissetia miranda 51831

Trijuba oculata
Parthenolecanium corni
Parthenolecanium persicae
Didesmococcus koreanus TYL14 7
Nipponpulvinaria horii
Leptopulvinaria kawaii

Lecanopsis formicarum LEC FOR

—F Psilococcus ruber PSI PAR
- Sphaerolecanium prunastri SPH PRU

Neolecanium cornuparvum EAC014-10
100 Toumeyella parvicornis CF M I -
00 Toumeyelia parvicornis EAC084-10 FERESAININE S
Toumeyella parvicornis EAC083-10

Austrolecanium cryptocaryae LGC00831f2

Ceroplastinae

Coccinae

Ceroplastinae

Coccinae

Eulecaniinae

Coccinae

Eriopeltinae

Austrolecanium sassafras LGC00551 Coccinae
|———— Ceronema banksiae YPL0O0431 e
Austrolichtensia hakearum YPL0O0766 Fikppiinas
_| 88
Megalocryptes buteae Coccinae
Cryptes utzoni LGC02307f6 Eulecaniinae

Figurégdraforarprs lpadnetigatiaye MebdiBayes kesewsruaitéitdd tedgtortadhirenoxpiadesC B Pdhekeda lemfirccidae
des familldad. desovldevssimdiquent lkesssoasdanitdtesonarplbgiggegudsitcEandoaaiifitippifitipploaen@nccinae,
Car-diaedrsitassirastzstnrdtiiers! e st Mzl esenipzslcuqintes appeitienct apparderr TEpEVEsornis.
se trogygdealat italien Asiln RRNMICRENR SRR NCEIRFHIRNGISS iRl sdy BRahaR Higkrrha P pyirEstRgse de
de PERBRRI iR SSLTE RPN R

3.2. Relations phylogénétiques du géne de I'ARN ribosomique 28S

La séquence partielle du géne ribosomal 28S était identique a 88,4 % a celle du 28S de P. corni,
avec une couverture de requéte de 99 % ; identique a 86,96 % a celle de Coccus hesperidum, avec
une couverture de requéte de 99 % ; et, entre autres, identique a 86,9 % a celle de Coccus formicarii
(vert), avec une couverture de requéte de 100 %. Pour I'analyse, nous avons considéré les espéces
appartenant aux groupes suivants : Car-diococcinae (2 séquences), Ceroplastinae (2 séquences),
Coccinae (31 séquences), Eulecani-inae (7 séquences), Filippiinae (3 séquences) et Myzolecaniinae (1 séquence)
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Sous-familles. A 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 Bl et ML, mais dans la
branche des Coccinae (principalement la tribu des Paralecaniini), des Cardiococcinae, des Eulecaninae
et des espéces Filippiinae (Figures 5 et S2). Ensuite, une branche distincte, plus loin dans I'arbre, a été
regroupée avec un autre groupe de Coccinae (mais principalement composé de membres de la tribsur 14

des Coccini)etdes Ceroptastinae:

Toumeyella parvicornis CF

Myzolecaniinae
_|%— Drepanococcus chiton YPLO(_)5_O4 Carisesceiae
Dicyphococcus ficicola S3-303
Megapulvinaria maxima S3-103b Coccinae
Cryptes utzoni LGC02307f6 Eulecaniinae
| % Metaceronema japonica YPLO0637 Filippiinae
| Platylecanium sp. YPL 2017 YPLO0463 Sk
Paralecanium frenchii YPLO0278
Austrolichtensia hakearum YPLOO757 Hilppiinae
Ceronema banksiae YPLO0431
— Austrolecanium cryptocaryae LGC00831f2
140 Austrolecanium sassafras LGC02279 PaERirEs
Paralecanium expansum YPL00110
Marsipococcus proteae ARC PPRI SB268.2
Rhodococcus sariuoni S4-074
Ericerus pela S3-875

e = Eulecanium giganteum S3-484b
1_[00 Eulecanium cerasorum S3-09b

Eulecanium kuwanai YPLO0664

Eulecaniinae

Ceroplastes rubens 52011 046d
Ceroplastes cirripediformis $5-212
Saissetia coffeae 24378

199 Sajssetia somereni YPLO0237

19? Saissetia miranda S3-756
{‘%Safssetia oleae LKNSW3
Parasaissetia nigra 19722

Ceroplastinae

Prococcus acutissimus S3-656¢
L Pulvinaria vitis S3-596
r Milviscutulus mangiferae YPLO0332
IEUProto,ou.fw‘nar:'a pyriformis 19589
10(gun'\/in.aria saccharia ARCPPRI SB237 4
Pulvinaria iceryi ARC PPRI SB219.10
Coccus penangensis YPLO0536
Joccus formicarii TKO511
Coccus discrepans YPLO0710
foccus sulawesicus YPLO0571
Coccus praetermissus YPLOO7 32
Coccus hesperidum 24339
Eucalymnatus tessellatus S4-057b
BlPu.'w'narr'a aurantii S3-348
Pulvinaria neocellulosa 53-789d
10}2’5r['heno:'e-canr'um persicae S4-079¢
Parthenolecanium corni 24245
Pulvinaria psidii S4-029
Pulvinariella mesembryanthemi SA2

100
100

Coccinae

75

100

Didesmococcus koreanus YPLO0714 Eulecaniinae

0.07

Figure 5 Afutrenpbytogenelituiarse,brBayesdu ganesduOiagmRNE E3dledrARNLZSS garcudadamille des Coccidae.
LLes coldesrmdindint Entsles-Soutefandilibslsgorph ologigaspad: blgramn SoctilispfaaincOogeindesrGéngiotoccinae,
NryiRnEkiAR &5 MaraipRaNInagy anss alphARRAephivieaNIS oS o gk od R 80 YyENt les Ceroplastinae, Eriopeltinae et
PERlRtSIRiL - PEDVIGOMHR & 68 MO RTEr SRR L liHSER daR RERRRR9S ISirUSTL R tR g, de bayésien post- isolat italien de T.
roga%ililtlté.antéri ure.
ropbabilité posterieure.

3.4. Caractérisation moléculaire du facteur d'élongation 1-Alpha

La paire d'amorces utilisée pour la premiére amplification de I'EF-1a a donné un produit de
343 pb liés a l'extrémité 5 du géne, qui comprenait un fragment d'intron [33]. Cependant,
ce produit ne correspond pas aux autres séquences EF-1a de Coccidae disponibles sur le
Base de données NBCI car leurs séquences ont été obtenues a I'aide d'oligonucléotides en aval.
En effet, lorsqu'il a été envoyé vers la base de données Coccidae, le produit amplifié de 343 pb s'est aligné
uniquement a Ceroplastes sp. IMV-2016 EF-1a avec 80,18 % d'identité et une couverture de 95 % et
a Eulecanium kunoense (Kuwana) avec 83,95 % d'identité et une couverture de seulement 47 %. Ainsi,
I'amorce M44-1 de Cho et al. [24] a été modifiée selon la séquence d'extrémité 5 de
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T. parvicornis et utilisé en combinaison avec rcM53.2 pour amplifier un produit final de 1101 pb.
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
d'identité de 77% et une couverture de 54% au niveau des nucléotides, afin d'obtenir la

10 sur 15

rbres bayésiens et ML présentés dans les figures 6 et S5. Toumeyella parvicornis regroupée dans un

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

Cardiococcinae, Eulecaniinae et Filippiinae.

—— Eulecanium cerasorum
100 3o e .
L Takahashia japonica

Pulvinaria regalis

2 pulvinaria nishigaharae
Pulvinaria hydrangeae
1Pm‘v.inar.v}a nipponica
10 PBulvinaria photiniae
Pulvinaria kuwacola

100 Pulvinaria okitsuensis
Saissetia somereni YPLO0237
Saissetia miranda
Saissetia coffeae
Ceroplastes cirripediformis
Parasaissetia nigra YPLO0723
Coccus hesperidum TK0214
Coccus praetermissus YPLO0732
H8 L ]Cgccus sulawesicus YPLOO571
occus discrepans YPLO0O710
Coccus formicarii
Coccus penangensis YPLO0536
— Pulvinaria psidii
Neosaissetia tropicalis YPL0O0296
Protopulvinaria pyriformis YPLO0379
— Milviscutulus mangiferae
Tectopulvinaria sp. JC 2019
Trijuba oculata
s 4|£Didesmococcus koreanus YPLO0714
Nipponpulvinaria horii
Leptopulvinaria kawaii
73 —— Cryptes utzoni LGC02307f6
Toumeyella parvicornis CF
Paralecanium expansum

Saissetia oleae

I Eucalymnatus tessellatus

1 Ceroplastes rubens

.

= Eulecanium kunoense
_@m kuwanai YPLO0664
Ericerus pela YNZT
— Megapulvinaria beihaiensis
o Megapulvinaria maxima
ﬂca sp. 1C 2019
Metaceronema japonica Filippiinae
10éﬂu.rst.rofecaniuml cryptocaryae LGC00831f2
a8 Austrolecanium sassafras YPLOOG91
_| ; Ceronema banksiae YPLO0431
Megalocryptes buteae

Eulecaniinae
Filippiinae

Coccinae

Ceroplastinae

Coccinae

Eulecaniinae
Coccinae

Eulecaniinae
Myzolecaniinae
Coccinae

100 ——— Drepanococcus chiton YPLO0504 Cardiococcinae
Platylecanium sp. YPL 2017 YPLO0463 Coccinae
Austrolichtensia hakearum YPL00766 Filippiinae

Coccinae

Eulecaniinae

Coccinae

Coccinae
Filippiinae
Coccinae
Ceroplastinae

Flgs ST Rbpogengays, gs MiBayes 4y gdas dufagiaur delprgation EF-1o pargia famille des Coccidae.
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Edrasitisaet Hysplerraineensusieliaharrattienids RRiraeNs TEpARIESFR trewvlRye se trouve lsolat italien de T. parvicornis.
étguehtfisedetabsaleshétiquditpsede ehpanoters audigleepb - psoiaariggside gest-ipalatit@mydsien de T. parvicornis. Les chiffres dans les

prazalititénpostérieure.
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ococcidaé(numero d'accés

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

4. Discussion

Francais La phylogénie moléculaire des insectes basée sur une collection de référence de
séquences d'ADN obtenues a partir d'individus d'espéces identifiées de maniere fiable a été utilisée
pour la premiére 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 « codes-barres » a augmenté de maniére
exponentielle, de sorte qu'en 2020, Chesters a pu déduire la phylogénie de 69 000 espéces [35]. A ce
jour, les données moléculaires sont largement utilisées pour décrypter la taxonomie complexe des
insectes. Un exemple lié d'une maniére ou d'une autre aux taxons impliqués dans cette étude a été
publié par Normark et ses collegues [36], qui ont pu résoudre la classification taxonomique des insectes
a écailles blindées appartenant aux Diaspididae en flanquant une identification morphologique
minutieuse a la phylogénie moléculaire obtenue en concaténant les séquences des génes COIl et COIl, EF-1a, 2¢

Frangais La présente étude rapporte la premiére analyse moléculaire et phylogénétique de
spécimens européens de T. parvicornis depuis sa premiéere détection en 2014 [19]. Les résultats
fournissent la séquence partielle de cing génes marqueurs (COI, 28S, EF-1a, wg et HexA), dont quatre
ont été séquencés pour la premiére fois. Comme point de référence pour notre étude, nous avons
considéré COI car il est communément considéré comme le géne de codage a barres des insectes. De
plus, une séquence du méme géne était déja disponible pour T. parvicornis, méme si elle était extraite
de spécimens différents. Dans nos résultats, I'analyse phylogénétique COIl a montré une relation entre
le T. parvicornis italien et les deux spécimens d'’Amérique du Nord, ainsi que N. cornuparvum. Ces
résultats corroborent I'hypothése 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 déja représentés par le cas des espéces
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, I'arbre COI a révélé des affinités phylogénétiques entre les espéces qui sont partiellement
conformes a la classification morphologique classique des Coccidae proposée par Miller et Hodgson
[39] et a la phylogenése menée par Choi et Lee [40].

Francais Dans notre analyse, le taxon Myzolecaniinae était plus proche des groupes Eriopeltinae et
Coccinae, et, conformément a Choi et Lee [40], nous avons constaté que la sous-famille Eulecaniinae
est également proche du groupe Filippinae, et que Cardiococcinae et Ceroplastinae partagent une
similitude avec le groupe Coccinae. Comme I'avaient supposé a I'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 sous-familles Eulecaniinae,
Filippiinae et Cardiococcinae.

Dans les arbres phylogénétiques du géne 28S, deux groupes principaux sont formés : I'un avec
les sous-familles Cocci-nae et Ceroplastinae, conformément a l'association phylogénétique
précédemment décrite [23,41], et une seconde branche avec les sous-familles Eulecaniinae, Coccinae,
Filippiinae, Cardiococcinae , et le seul membre Myzolecaniinae, T. parvicornis. Il est intéressant de
noter que I' arbre phylogénétique construit sur les séquences de I'EF-1a a montré le méme regroupement.

Les résultats de Wg ont confirmé les affinités évidentes dans I'arbre COI, méme si ce n'est qu'avec la
sous-famille Coccinae, et en particulier avec les membres appartenant a la tribu Coccini, puisque les
séquences de genes wg d'autres sous-familles et espéces n'étaient pas disponibles dans la base de données NCBI.
La comparaison du géne HexA n'a été possible qu'entre quatre espéces, dont une seule appartenant
a la famille des Coccidae, et précisément P. regalis (Coccidae, Coccinae) a montré la plus grande
similitude.
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Outre la phylogénie, il convient de noter que I'approche moléculaire peut fournir des informations précieuses
des informations également sur I'histoire évolutive de groupes taxonomiques entiers [42].

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

Frangais En raison de cet impact environnemental potentiellement dévastateur, plusieurs tentatives ont
déja été faites pour mieux comprendre et controler ce ravageur [16,44], mais les stratégies de controle

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 systéeme BOLD étaient uniques et hautement
distinctives dans la séquence COI [22,32]. Le code-barres ADN utilisant la séquence COIl a permis
I'identification de nouvelles espéces, en particulier lorsque la caractérisation morphologique est difficile

ou pourrait conduire a des erreurs d'identification des especes [46]. Le code-barres ADN mérite d'étre
amélioré pour améliorer la gestion des ravageurs dans les années a venir [47,48], car des outils génétiques
ont déja été appliqués comme stratégies de biosurveillance, en particulier pour la gestion des ravageurs
exotiques [45]. A titre d'exemple, le code-barres 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 étre facilement dérivées des

données moléculaires utilisées en phylogénie. A titre d’exemple, un test spécifique basé sur la PCR a été
développé sur la séquence du gene ribosomal 28S de I'espéce Aspidiotus rigidus Reyne (Hempitera :
Diaspididae), la fausse cochenille du cocotier, permettant une méthode de détection rapide et abordable
capable de la distinguer des autres espéces du méme genre récupérables dans les plantations de
cocotiers aux Philippines et fournissant un outil clé aux agriculteurs pour une gestion appropriée et opportune de ce

De plus, I'analyse des séquences de genes marqueurs peut étre utilisée pour décrire la
structure génétique de différentes populations d'une espéce nuisible lors d'une épidémie,
comme pour COIl et EF-1a pour le méme 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 déja étre utiles
pour accélérer ses stratégies de détection et de contrdle. 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
I'espece avait et comment son expansion peut étre empéchée [51]. Par exemple, I'approche
moléculaire pourrait étre utilisée pour expliquer la propagation de ce ravageur en ltalie, ou 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, a 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 déja avérée efficace dans d'autres études, comme par exemple pour
Halyomorpha halys (Stal) (Hemiptera, Pentatomidae), ou les voies d'entrée ont été déterminées grace a
De plus, le nombre de générations annuelles que l'insecte accomplit dans un climat méditerranéen devrait soulever une question
supplémentaire. Etant 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 a ['ltalie centrale parce que la zone de provenance présentait

des conditions environnementales similaires.

Les réponses a ces questions ouvertes seraient trés utiles pour renforcer le contréle problématique des
matieres commerciales entrantes et devenir une étude de cas de référence dans la gestion de la propagation
d’insectes nuisibles similaires.

5. Conclusions

Cette étude moléculaire fournit cing nouvelles séquences génétiques de la population italienne de T.
parvicornis. La séquence COI correspond aux seules autres séquences COIl disponibles de T. parvicornis extraites
de spécimens nord-américains, tandis que les quatre autres séquences sont
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Cette découverte est totalement nouvelle pour la science. L'analyse phylogénétique a confirmé
I'appartenance de T. parvicornis a la sous-famille des Myzolaecaninae et sa proximité avec la sous-famille
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 a de futures évaluations
génétiques des populations pour mieux comprendre les voies d'invasion.

Documents supplémentaires : Les informations complémentaires suivantes peuvent étre téléchargées a
I'adresse https://www.mdpi.com/article/10.3390/f14081585/s1, Figure S1 : Arbre phylogénétique RAXML de la
sous-unité | de la cytochrome oxydase (COl) dans la famille des Coccidae. Les couleurs indiquent les sous-
familles morphologiques : Eulecaniinae, Filippiinae, Coccinae, Cardiococcinae, Ceroplastinae, Eriopeltinae et
Myzolecaniinae, auxquelles appartient T. parvicornis. En rouge se trouve l'isolat italien de T. parvicornis. Les
valeurs de bootstraps sont indiquées dans les étiquettes des branches ; Figure S2. Arbre phylogénétique
RAXML du géne D du fragment 28S de I'ARNr dans la famille des Coccidae. Les couleurs indiquent les sous-
familles morphologiques : Eulecaniinae, Filippiinae, Coccinae, Cardiococcinae, Ceroplastinae, Eriopeltinae et
Myzolecaniinae, auxquelles appartient T. parvicornis. En rouge se trouve l'isolat italien de T. parvicornis. Les
valeurs bootstrap sont indiquées dans les étiquettes des branches ; Figure S3 : Arbre phylogénétique MrBayes
du géne wingless parmi la famille Coccidae et T. parvicornis. Les nombres dans les étiquettes des branches
indiquent le pourcentage de probabilité postérieure bayésienne ; Figure S4 : Arbre phylogénétique RAXML du
géne wingless parmi la famille Coccidae et T. parvicornis. Les nombres dans les étiquettes des branches
indiquent les valeurs bootstrapt ; Figure S5 : Arbre phylogénétiqgue RAXML du géne du facteur d'élongation EF-1a parmi |
Les couleurs indiquent les sous-familles morphologiques : Eulecaniinae, Filippiinae, Coccinae, Cardiococcinae,
Ceroplastinae, Eriopeltinae et Myzolecaniinae, auxquelles appartient T. parvicornis. En rouge se trouve I' isolat
italien de T. parvicornis. Les nombres dans les étiquettes des branches indiquent les valeurs bootstrap ; Tableau
S1: Liste des espéces et de leurs numéros d'accession associés utilisés pour I'analyse phylogénétique.
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