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Résumé : Les Macropidini forment une tribu appartenant a la famille des Melittidae.
La tribu regroupe trois genres contemporains, Afrodasypoda, Promelitta et Macropis,
ainsi que deux genres fossiles, Eomacropis et Paleomacropis. L’originalité de cette tribu
s'illustre dans le comportement alimentaire des Macropis. Ces abeilles présentent la
particularité de collecter de I'huile sécrétée par un genre particulier de plantes, les
lysimaques (Myrsinaceae). Actuellement, aucune phylogénie moléculaire regroupant
I'ensemble des genres actuels n’a été publiée. La phylogénie des Macropis est
également inconnue. De maniere a combler ces lacunes, des analyses moléculaires
basées sur quatre genes (285, Opsin, RNAp et EF-1a) ont été effectuées sur un jeu de
données comprenant un maximum d’especes et recouvrant les trois genres.

D’autre part, la position systématique des fossiles au sein de la tribu n’est
pas résolue. De plus, Paleomelitta, un genre fossile appartenant a la famille des
Paleomelittidae, présente certaines ressemblances morphologiques avec les
Macropidini, ce qui pourrait le convertir en un troisieme genre fossile pour la tribu.
Afin d’éclaircir ces différentes zones d’ombres, nous avons utilisé une méthode
récente et performante, la morphomeétrie géométrique appliquée a la forme de I'aile.

Enfin, l'oligolectisme des Macropis sur le genre Lysimachia n’a été montré
que par des observations de terrain. Nous avons procédé a des analyses
microscopiques afin de confirmer ce comportement alimentaire.

Il en ressort que le genre Afrodasypoda est a la base des Macropidini, tandis
que Promelitta et Macropis forment un groupe monophylétique. Le genre Macropis est
un groupe qui s’est probablement diversifié rapidement et l'oligolectisme de ces
abeilles est confirmé. La position systématique du genre Paleomelitta est redéfinie, le
fossile s’avérant étre un Macropidini. Nos résultats nous permettent de discuter de
I’évolution des choix floraux au sein des Melittinae ainsi que de la biogéographie des
Macropidini.

Mots-clés : Macropidini - Paleomelitta - Morphométrie géométrique - Biogéographie -
Choix floraux
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1. Introduction

L’entomologie est une science qui passionne les hommes depuis des
millénaires. Bien qu’abritant des domaines aussi diversifiés que complexes, I'étude
des insectes fut souvent matérialisée par 1’abeille domestique Apis mellifera L. Son
intime relation avec '’homme remonte a la genése de notre civilisation, ot '’homme
exercait sa dextérité primitive en représentant la récolte du miel (Figl). Plus tard, ce
lien se renforga par la domestication de l'abeille par les Egyptiens, et les premieres
études virent le jour. Ainsi, Aristote fut le premier a décrire I'organisation d’une
ruche dans Histoire des animaux (d’Aguillar, 2006). Plus tard, au XVIleme siecle,
I’abeille mellifere fut 'un des premiers insectes examinés et décrit au microscope par
Frederigo Cesi.

r Sep, u-h
Figure 1. Peinture néolithique
[ rupestre de la Cueva de la Arafia
e i " .. | (Valence, Espagne ; 5000 av. J.-C)
'\%v RN représentant la “cueillette” du miel
4 i | par une silhouette féminine.

Cependant, d’autres raisons ont conduit '’homme a s’intéresser aux abeilles.
En effet, au-dela de leurs apports culinaires, ces dernieres jouent un role crucial dans
la pollinisation des plantes a fleurs. Les marchés liés a la production des fruits et
légumes sont directement dépendants de l’activité pollinisatrice des abeilles, a tel
point que leur impact économique a été estimé a 153 milliards d’euros (Gallai et al.,
2009). 11 en ressort de cet intérét croissant que les abeilles renferment une diversité et
une complexité dans plusieurs aspects de leur biologie qui sont restées longtemps
insoupgonnées.
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1.1. Systématique des abeilles

L’étude systématique est une étape pionniere lorsque l'on s’intéresse au
vivant. Il est en effet essentiel de connaitre le groupe auquel se rattache le taxon que
I'on étudie. Cette science est complémentaire de la phylogénie, qui étudie les
relations entre les groupes définis par la systématique. Aristote et sa Scala Naturae
montrait déja la volonté de classifier, d’ordonner le monde vivant. Au fil du temps,
cette discipline s’est développée selon plusieurs courants, souvent influencés par les
idéologies religieuses du moment. De nos jours, les progres accomplis dans le
domaine de la biologie moléculaire ont permis de définir une nouvelle ligne de
conduite en matiere d’analyses systématiques. Il devient des lors intéressant de se
servir de ces nouvelles techniques afin de redéfinir les relations partagées par
I'ensemble des organismes qui nous entourent.

Qu’est-ce qu’une abeille ?

L’ensemble des abeilles appartiennent a la superfamille des Apoidea, au
groupe des Aculéates, au sous-ordre des Apocrites et a I'ordre des Hyménopteres.
Michener (2007) estime le nombre actuel d’abeilles dans le monde a 17.000 especes
réparties dans 1.200 genres. La plupart des abeilles sont solitaires, tandis qu'une
minorité affiche des degrés plus ou moins élevés de socialisation.

Les abeilles se retrouvent sur l’ensemble des continents, excepté
I’Antarctique (Michener, 1979 ; Roubik, 1989). Le plus grand nombre d’especes se
rencontre dans les régions xériques et tempérées (Michener, 1979 ; Ayala et al., 1993).
Les abeilles sont phytophages, elles se nourrissent de nectar et récoltent du pollen
pour nourrir leurs larves. Leur apparition durant le mi-crétacé (~ 110 millions
d’années) ainsi que leur diversification sont étroitement liées a l'essor des
angiospermes (Soltis et al., 2005).

Histoire de la systématique des abeilles
Reflétant la complexité de ce groupe, la systématique des abeilles a connu

plusieurs changements, et englobe aujourd’hui encore de nombreuses zones
d’ombres.
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Une premiere approche est proposée en 1802 par Latreille. Apis mellifera y
occupe une position centrale. Tout au long du XIXeme et XXeme, l'abeille
domestique maintient un statut de supériorité au sein de la classification.

Michener (1944) publie la premiere classification moderne (Fig.2). L’abeille
domestique y conserve toujours une position élevée. Cette classification se base sur
I'étude morphologique de la langue, aussi appelée glosse, et il en ressort que les
Colletidae, abeilles a langue courte, occupent une position basale. Cette position se
justifie par les similitudes morphologiques de la glosse entre les Colletidae et les
Sphecidae, abeilles fouisseuses ancestrales. Les abeilles a langue longue sont
considérées comme évoluées, et les Melittidae s.I. représentent un groupe
intermédiaire entre le caractére primitif et le caractere évolué.

Ericrecini alectini
Rhathymini Anthophorini
Epecleidini Hemisiini g
Protepeslini L Emphorini
Neelarrini Epaplini Eucerini a
y e z
a . Melipenini
o Naopasitini
£ Ammobatoldini Apini (A. mellifera)
Ammobatini r
Caenoprosepidini lopsini ni ‘
Nemadini e Euglossini
Fideliinae Kylocopini
Ceratinini
¥ Daosypedina
E Melittinae ' Megachilini g
E Macropidinae Anthidiini 5:-'_
""'2' ' Lithurginae 5
g Dufoureinas
] Nemiinae
E Halictinas Melitturgini |,
= Panurgini g
Chilicolinae =
L&I Hylaginae Andreninoe E
o Euryglessing ik E
E Diphaglessinae
= Stenctritine
8 Caupalicanini
Colletini
Parasolletini

Figure 2. Phylogénie des Apoidea Apiformes basée sur la morphologie des
adultes (d’apres Michener, 1944).



Bouzin, M., 2011. Phylogénie, biogéographie et évolution des choix floraux des Macropidini - Page 10

Danforth et al. (2006a, b) publient une classification basée sur des caracteres
morphologiques et moléculaires. Cette derniere bouleverse les théories dominantes
concernant l’évolution des abeilles. Les abeilles a langue courte ne sont plus
considérées comme ancestrales (Danforth et al.,, 2006a, b) ; les caractéristiques de la
glosse seraient dues a une convergence évolutive. Les Melittidae s.I. se retrouvent a
présent a la base des Apoides Apiformes, et leurs caractéristiques permettent de
formuler des hypotheses concernant I’apparition et I'évolution de caracteres tels que
les choix floraux.

Systématique actuelle

I est actuellement reconnu que les Apoides Apiformes forment un groupe
monophylétique, dont les caracteres communs ancestraux sont la présence de poils
plumeux, le régime alimentaire phytophage, le basitarse postérieur élargi ou encore
la plaque basitibiale (Alexander, 1992 ; Michener et al., 1994 ; Michener, 2000). La
classification actuelle dénombre sept familles: Andrenidae, Colletidae, Halictidae,
Melittidae s.l. et Stenotritidae, a langue courte, ainsi qu’Apidae et Megachilidae, a
langue longue. Suite a des études récentes basées notamment sur une étude plus fine
de la strucuture de la glosse, la classification des abeilles se retrouve remodelée
(Fig.3) (Rozen & McGinley, 1974; Michener & Greenberg, 1980; Michener, 1981;
Radchenko & Pesenko, 1994; Alexander, 1992; Roig-Alsina & Michener, 1993;
Alexander & Michener, 1995).

Apoid wasps

Dasypodaidae _gwifsd
S

L} [— Meganomiidae ag!a?}_‘\? Melittidae

- _.| s.l.
b Melittidae s.s. Mr@v
Y Figure 3. Phylogénie des
- e RN Abeil Apoidea Apiformes basée sur la
I A § Sy morphologie des adultes et le
. a langue ) . o

L Megachiidae #9479 longue séquencage de 5 genes (d’apres

] Danforth et al. 2006b).

|——- Andrenidae gAY

= 2 s 4
[ Halctdae gy Abeilles

] a langue
; —  Stenotritidae GER courte

Colletidae i,
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Les abeilles a langue courte dériveraient d"un groupe paraphylétique formé
par les Melittidae s.1. et les abeilles a langue longue. La structure de la glosse bifide
des Colletidae ne serait pas une plésiomorphie partagée avec les sphécides, mais
plutét une convergence évolutive. L’abeille domestique, longtemps considérée
comme « supérieure », se fond a présent dans le clade. La position basale des
Melittidae s.I. propose de nouvelles hypotheses concernant la genese des abeilles. En
effet, les Melittidae s.I. semblent étre originaires d’Afrique et sont majoritairement
spécialistes. L’ancétre des abeilles serait donc spécialiste et proviendrait d”Afrique.
Cette théorie, dite des « Melittidae basaux », a été fortement consolidée par Danforth
et al. (2006a, b), qui s’est appuyé sur des arguments morphologiques et moléculaires.
L’intérét d’étudier les Melittidae s.I. prend a présent une tout autre dimension.
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1.2. La famille des Melittidae

1.2.1. Phylogénie

Le statut des trois familles des Melittidae s.l. est controversé (Michez et al.,
2009b). Certaines études soutiennent la monophylie des Melittidae (Engel, 2001),
considérant alors les trois sous-familles Dasypodainae, Meganomiidae et Melittinae.
D’autres études défendent la paraphylie des Melittidae s.I. (Alexander & Michener,
1995; Danforth et al, 2006). Dans ce cas, trois familles sont considérées :
Dasypodaidae, Meganomiidae et Melittidae s.str.. Face a ces incertitudes, j'utiliserai
dans ce travail la « terminologie » traditionnellement reconnue, qui est de considérer
les trois sous-familles (Michez et al., 2009b). Une étude récente basée sur des données
morphologiques et moléculaires (Michez et al., 2009b) définit les statuts de tribu au
sein des Melittidae (Fig.4).

Dasypodaini
—— Dasypodainae —
Hesperapini
Melittidae —
‘ Melittini
— Melittinae

4‘ Macropidini

Meganomiinae

Figure 4. Phylogénie des sous-familles et des tribus de Melittidae, obtenue
par maximum de vraisemblance et par méthodes Bayésiennes (d’apres
Michez et al., 2009b).
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1.2.2. Biologie

Il s’agit d’un des plus petits groupes parmi les sept reconnus!, comptant 200
especes décrites, réparties en 16 genres (Michez, 2007 ; Michez et al., 2009b). A l'instar
de la majorité des abeilles, les Melittidae sont solitaires. En fait, seules les familles des
Apidae et des Halictidae renferment des abeilles au comportement social (Michener,
2007). La famille des Melittidae s.I. est majoritairement composée d’individus
oligolectiques (Michez et al. 2004, 2007a ; Michez & Patiny, 2005, 2006). Ces abeilles
sont univoltines et nichent exclusivement dans le sol (Fig.5). Elles se retrouvent dans
les régions tempérées, xériques et méditerranéennes de 1’Ancien Monde et du
Néarctique (Michener, 1979 ; Michez et al., 2009b). Leur taille varie selon les groupes :
les représentants du genre Macropis sont petits et glabres (Michez & Patiny, 2005 ;

Michez, 2007), tandis que ceux du genre Dasypoda sont robustes et velus (Michez,
2007).

Figure 5. Cycle du développement d'un Melittidae s.I.. A. Emergence d'une femelle
de Dasypoda hirtipes (photo N.J. Vereecken). B. Abeilles copulant (dessin M. Terzo). C. D.
hirtipes récoltant du pollen sur Hypochoeris radicata L. (photo N.J. Vereecken). D. Nid de
Dasypoda braccata (d’apres Radchenko, 1987). E. Larve de D. hirtipes (photo M. Gosselin) F.
Pupe de Hesperapis trochanterata (d’apres Rozen, 1987).

! Le plus petit groupe étant la famille des Stenotritidae
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1.2.3. La tribu des Macropidini

Le terme “Macropidini” fut défini par Robertson en 1904 et désignait alors la
sous-famille (avec le suffixe « -inae ») comprenant le genre Macropis. Engel (2001) y
ajoute a la sous-famille le genre fossile Eomacropis. Michez et al. (2007b) annexent un
nouveau genre, également fossile, Paleomacropis. Récemment, une révision
phylogénétique basée sur des arguments morphologiques et moléculaires définit le
statut actuel de la tribu des Macropidini (Michez et al., 2009b). Elle appartient a la
sous-famille des Melittinae.

Sur base de ces travaux, ’hypothese phylogénétique concernant la tribu des
Macropidini est représentée a la figure 6. Cependant, cette phylogénie a été réalisée a
partir d"un échantillonnage ou les données moléculaires d’Afrodasypoda plumipes sont
manquantes. De plus, seules trois especes du genre Macropis (M. nuda, M. europaea et
M. fulvipes) ont été incluses dans le jeu de données.

Afrodasypoda

Promelitta

Macropis

Figure 6 : Phylogénie de la tribu des Macropidini, d’apres Michez et al. (2009).

La tribu comprend 20 especes réparties en cinq genres: Afrodasypoda,
Macropis et Promelitta, contemporains ; ainsi qu’Eomacropis et Paleomacropis, genres
fossiles.

Le clypeus des males est maculé de blanc ou de jaune. L’aile comprend deux
cellules cubitales, contrairement a la plupart des autres melittides. L’apex de la
cellule marginale est pointu. Le gonostyle des males est long et flexible, articulé ou
soudé au gonocoxite. Les Macropidini se retrouvent dans l'aire Holarctique et en
Afrique (Michez et al., 2009b).
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1.2.3.1. Paléontologie

Deux fossiles ont récemment été décrits comme appartenant a la tribu des
Macropidini (Michez et al, 2009b) avec lesquels ils partagent certaines
caractéristiques, telles que la présence de deux cellules cubitales. La position
phylogénétique de ces fossiles est inconnue.

1.2.3.1.1. Eomacropis glaesaria Engel 2001

Le spécimen correspond a une femelle retrouvée dans de I'ambre de la
Baltique et date de 45 millions d’années.

Le genre Eomacropis fut dans un premier temps placé dans une tribu
spécialement créée pour lui, Eomacropidini (Engel, 2001) en raison de l’absence
complete de structures adaptées a la collecte d’huile. Suite a des analyses
morphologiques, Michez et al. (2009b) replacent le fossile dans la tribu des
Macropidini. Il est possible qu’Eomacropis glaesaria présentait un régime oligectique.
En effet, la femelle étudiée présente une glosse d'une longueur atypique,
caractéristique qui pourrait étre une adaptation a une plante hote spécifique.

Son environnement était probablement similaire aux foréts de pins que I'on
peut retrouver au sud de la cOte est des Etats-Unis. A faible altitude, on retrouvait
une forét meélangée de pins et palmiers, associée a un climat paratropical. Certaines
zones étaient plus ouvertes et comprenaient des habitats variés (Weitschat &
Wichard, 2010 ; Michez et al., sous presse).

1.2.3.1.2. Paleomacropis eocenicus Michez 2007

Le spécimen correspond a une femelle retrouvée dans de 'ambre de I'Oise et
date de 53 millions d’années (Fig.7A).

Paleomacropis eocenicus est décrit comme appartenant aux melittides, avec
lesquelles il partage les caractéristiques suivantes: langue courte, coxa médian
completement exposé, absence de foveae faciaux ou de sutures subantennaires
paires, lobe jugal plus court que le lobe vannal (Michez et al., 2007b). En suivant les
descriptions des sous-familles de Melittidae d"Engel (2001), ce fossile s’apparente aux
Macropidini. Il differe des Macropis par 1'absence de denses soies plumeuses sur
chaque co6té du protarse, et des genres Macropis et Eomacropis par des soies du
trochanter courbées et par ’absence de plaque basitibiale.
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Paleomacropis eocenicus est caractérisé par des soies plumeuses denses sur les
surfaces internes et externes du mesobasitarse (Fig.7B) ainsi que par de longues soies
dréssées sur le metasome. Ces caractéristiques se retrouvent également chez les
Macropis, et pourraient étre lies a la collecte d’huile. Cette hypothese est d’autant
plus plausible qu’il existait déja depuis 'Eocene des plantes productrices d’huile,
telles que les Malpighiaceae (Davis et al., 2002).

Figure 7. A. Femelle de Paleomacropis eocenicus retrouvée dans un gisement d’ambre, dans
1’Oise (France). B. Détail des soies sur les surfaces internes et externes du mesobasitarse,
structures apparentées a la collecte d’huile. (Illustrations d’apres Michez et al., 2007b).

L’environnement de Paleomacropis eocenicus était probablement constitué
d’une forét semi-déciduée, associée a des habitats plus secs (De Franceschi & De
Ploég, 2003).
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1.2.3.2. Néontologie
Le genre Macropis est le plus représenté parmi les Macropidini; on

dénombre 16 especes appartenant a ce genre contre une espece pour les genres
Afrodasypoda et Promelitta.

1.2.3.2.1. Macropis Panzer 1809

Le genre Macropis se caractérise par la présence de marques jaunes sur le
clypéus des individus males, ainsi que par le développement remarquable de la
plaque pygidiale. Cependant, I’aspect le plus saillant de ce genre concerne ses choix
tloraux : les Macropis sont spécialisés sur le genre Lysimachia L. 1753 (Cane et al., 1983;
Rozen & Jacobson, 1980; Vogel, 1976; Michez & Patiny, 2005; Renner & Schaefer,
2010). Ces plantes, appartenant a la famille des Myrsinaceae, ont la particularité de
produire non pas du nectar, mais de 'huile. Cette huile, collectée par les Macropis, est
utilisée pour imperméabiliser les conduits du nid, tapisser les cellules et, mélangée
au pollen, constitue le régime alimentaire des larves. Chez d’autres abeilles, les
secrétions de la glande de Dufour sont utilisées pour le tapissage des cellules et
imperméabiliser le nid. Chez les Macropis, cette glande est atrophiée, ces dernieres
utilisant exclusivement 1’huile produite par les élaiophores des lysimaques. Pour leur
alimentation propre, les adultes visitent d’autres plantes afin de s’approvisionner en
nectar (Buchmann, 1987; Pekkarinen et al., 2003 ; Celary, 2004; Michez & Patiny,
2005).

Les Macropis ont une distribution holarctique, on les retrouve dans des
milieux tempérés. Les 16 especes de Macropis sont réparties en trois sous-genres :
Macropis s.str., Paramacropis Popov & Guiglia 1936 et Sinomacropis Michener 1981,
contenant respectivement dix, une et cinq especes. Le sud-est asiatique est la région
du monde affichant la plus grande diversité, les trois sous-genres y étant
représentés. L’Ouest-Paléarctique et le Néarctique n’abritent qu'un seul sous-genre,
Macropis s.str..

La distribution peut étre résumée de la maniere suivante : deux especes sont
présentes dans 1'ouest paléarctique (Warncke, 1973) : M. europaea Warncke 1973 et M.
frivaldszkyi Mocsary 1878. M. fulvipes (Fabricius 1805) est présente dans toute
I'Eurasie (Pekkarinen et al., 2003) ainsi que dans le nord de I’Afrique (Michez &
Patiny, 2005). Quatre especes sont répertoriées dans le nord de I’Amérique (Snelling
& Stage, 1995) : M. ciliata Patton 1880, M. nuda (Provancher 1882), M. patellata Patton
1880 et M. steironematis Robertson 1891. Dans 1’Est-Paléarctique, Yasumatsu &
Hirashima (1956) recensent deux especes au Japon: M. tibialis Yasumatsu &
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Hirashima 1956 et M. dimidiata Yasumatsu & Hirashima 1956. En chine, Wu (2000)
releve 7 especes : M. dimidiata Yasumatsu & Hirashima 1956, M. hedini Alfken 1936,
M. immaculata Wu 1965, M. kiangsuensis Wu 1978, M. micheneri Wu 1992, M. omeiensis
Wu 1965 et M. ussuriana (Popov 1936). Récemment, une nouvelle espece est décrite
au Laos, M. orientalis Michez & Patiny 2005 (Michez & Patiny, 2005).

1.2.3.2.2. Afrodasypoda Engel 2005

Ce genre ne compte qu'une seule espece, A. plumipes (Friese 1912). La rareté
de cette espece justifie le peu de connaissance concernant sa biologie. Elle se retrouve
dans le sud de I’Afrique, au nord-ouest de la province du cap. A. plumipes fréquente
des milieux xériques et butinerait exclusivement des représentants de la famille des
Asteraceae (Michez, commentaire personnel).

A. plumipes occupe probablement une position basale dans la tribu des
Macropidini (Michez et al., 2009b).

1.2.3.2.3. Promelitta Warncke 1977

A linstar du genre Afrodasypoda, Promelitta ne comprend qu’une espece, P.
alboclypeata (Friese 1900). Les caractéristiques morphologiques de cette espece sont les
suivantes (Michez et al., 2007c) : longueur du lobe jugal correspond environ a la
moitié de celle du lobe vannal ; le tergite metasomal présente des bandes de soie a sa
base tandis que I'apex est glabre ; chez les males, le clypeus est maculé de blanc.

P. alboclypeata se rencontre dans le nord de I’Afrique. Sa distribution est
constituée de deux populations assez éloignées, localisées au Maroc et a la frontiere
égypto-soudanaise. Au Maroc, ces abeilles fréquentent des milieux xériques et sub-
sahariens. Cette espece semble étre polylectique. Des analyses palynologiques ont
montré que l'abeille visite les familles des Resedaceae et Brassicaceae (Michez,
données non publiées). En outre, un male a été collecté sur une représentante de la
famille des Convolvulaceae (Michez et al., 2007c).
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1.2.4. Paleomelitta nigripennis

Paleomelitta nigripennis Engel 2001 est un fossile découvert dans ’ambre de la
Baltique (-45 millions d’années) décrit par Engel en 2001. Cette abeille a langue
courte occupe une position systématique incertaine (Fig.8). L’auteur le distingue des
Melittidae en raison du lobe jugal allongé. Cependant, P. nigripennis possede le
mesocoxa completement exposé, caractéristique typique des Melittidae et des abeilles
a langue longue. De ce fait, ce fossile est plus proche des Melittidae que des autres
familles d’abeilles a langue courte, et pourrait étre considéré comme étant la sous-
famille basale des Melittidae. En outre, 'aile de P. nigripennis comptant 2 cellules
cubitales, il pourrait exister un lien entre ce fossile et les Macropidini.
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1.3. Evolution des choix floraux

1.3.1. Oligolectisme vs polylectisme

Les Angiospermes représentent le groupe le plus diversifié parmi les
meétaphytes (Soltis & Soltis, 2004). La plus grande majorité des angiospermes
dépendent des insectes pour leur reproduction. Les insectes pollinisateurs étant
phytophages, ceux-ci sont également tributaires des ressources alimentaires
octroyées par les angiospermes. Ce mutualisme a tracé les contours d'une évolution
mutuelle entre les angiospermes et leurs pollinisateurs, et ce, depuis I'émergence des
plantes a fleurs a 'aube du Crétacé (Soltis et al., 2005). Les ressources alimentaires
fournies par la fleur peuvent étre utilisées a différents moments de la vie de l'insecte.
Chez les Vespidae, par exemple, les adultes sont phytophages tandis que les larves
sont carnivores (Chinery, 2005). Les abeilles se nourrissent de pollen et de nectar
aussi bien durant leur stade larvaire que durant leur stade adulte. Pour cette raison,
elles représentent le groupe de pollinisateurs le plus important (Praz et al., 2008b).
Probablement apparues durant le Crétacé (Danforth et al., 2004), les abeilles
partagent une longue histoire évolutive avec les Angiospermes.

Selon les définitions proposées par Miiller & Kuhlmann (2008), certaines
especes sont oligolectiques, c’est-a-dire qu’elles ne visitent qu'un nombre restreint de
plantes. Au contraire, les especes polylectiques butinent sur une grande variété de
plantes. Tandis que le polylectisme réduit la dépendance des abeilles vis-a-vis d'un
nombre limité de plantes hotes (Moldenke, 1975; Eickwort & Ginsberg, 1980),
I'oligolectisme s’expliquerait comme une adaptation face a la nécessité d’optimiser
les capacités de récolte. En effet, les abeilles spécialistes collectent le pollen de
maniere plus rapide et plus efficace que les abeilles généralistes. La plupart des
abeilles oligolectiques sont solitaires et présentent un cycle de vie éphémere ; leur
défi consiste par conséquent a collecter un maximum de nutriments dans un
intervalle de temps restreint. Il semble donc que I'oligolectisme confere a 'abeille un
avantage en terme de potentiel reproducteur, ce qui se traduit par
I'approvisionnement d'un plus grand nombre de cellules larvaires par unité de
temps (Lovell, 1912, 1913, 1914 ; Heinrich, 1976 ; Strickler, 1979).

Malgré qu’il ait existé des transitions d'un état polylectique vers un état
oligolectique, comme par exemple chez le genre Lasioglossum (Halictidae) (Danforth
et al., 2003), I'hypothese actuelle indique que l'oligolectisme semble étre un caractere
plésiomorphe. Cette hypothese se confirme chez les Melittidae, famille basale ou 1'on
retrouve essentiellement des especes oligolectiques (Danforth et al., 2006a, b ; Michez
et al., 2008).
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1.3.2. Les abeilles récolteuses d’huile

1.3.2.1. Les abeilles

Bien qu’il soit traditionnellement admis que le pollen et/ou le nectar
constituent les uniques productions florales destinées aux insectes, la fleur sécrete
néanmoins d’autres substances qui sont exploitées par les visiteurs, telles que des
lipides ou des cires (Buchmann, 1987). Plusieurs genres d’abeilles se sont spécialisés
sur la collecte d’huile produite par les élaiophores de plantes particulieres. Ces
genres se retrouvent dans deux familles : les Melittidae et les Apidae. Ces abeilles
récolteuses d’huile se retrouvent dans 1’Ancien et le Nouveau monde, mais la
diversité la plus importante est enregistrée dans les régions tropicales et
subtropicales de 1’Amérique du Nord et du Sud (Buchmann, 1987). Chez les
Melittidae, on dénombre deux genres récolteurs d'huile : Rediviva, abeille du sud de
I’Afrique et récolteuse d'huile sur plusieurs familles de plantes (Renner & Schaefer,
2010), et Macropis, a distribution holarctique et spécialiste sur le genre Lysimachia
(Myrsinaceae).

Contrairement a beaucoup d’abeilles spécialistes qui n’affichent pas
d’adaptations morphologiques particulieres, comme par exemple les spécialistes sur
Asteraceae, la spécialisation sur les plantes a huile nécessite des adaptations
morphologiques assez élevées (Vogel, 1974; Cane et al., 1983; Buchmann, 1987;
Michez & Patiny, 2005). Ces modifications se traduisent généralement au niveau de
la structure cuticulaire ainsi que celle des soies. Les Macropis, par exemple, possedent
au niveau des tarses des pattes médianes et antérieures, un duvet de soies spatulées
associé a des soies serrées a la maniere des poils d'un feutre. L’huile est collectée
principalement par l'action capillaire alors que les pattes sont apprimées aux
élaiophores de la fleur de lysimaque (Vogel, 1986).

1.3.2.2. La plante

Le genre Lysimachia L. 1753, qui comporte 191 especes, était anciennement
inclus dans la famille des Primulaceae (Cronquist, 1981 ; Takhtajan, 1997). Suite a de
récentes études moléculaires, le genre est a présent classé dans la famille des
Myrsinaceae (Anderberg & Stahl, 1995 ; Anderberg et al., 1998, 2002, 2007 ; Kallersjo
et al., 2000, Hao et al., 2004). La plupart des especes se rencontrent dans les régions
tempérées et subtropicales de I'hémisphere nord. Quelques especes sont représentées
dans le sud de I’Amérique et de I’ Afrique (Hao et al., 2004). Le maximum de diversité
du genre Lysimachia se retrouve en Asie, dans la région du sud-ouest de la Chine
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(Hu, 1994 ; Hu & Kelso, 1996), tout comme pour le genre Macropis. La plus ancienne
trace du genre Lysimachia consiste en des graines retrouvées dans le Jutland, au
Danemark (Hao et al., 2004). Renner & Schaefer (2010) estiment la datation
approximative de ce fossile allant de 28 a 53 Ma. 78 especes de ce genre sont
productrices d'huile (Vogel, 1986), et leur distribution coincide, a quelques
exceptions pres?, avec la distribution des Macropis. Leurs fleurs sont jaunes et
possedent des élaiophores trichomatiques. En Europe occidentale, on y retrouve
Lysimachia vulgaris, L. nummularia et L. punctata. Hormis aux U.S.A., ces plantes a
huile sont visitées par une étroite guilde d’abeilles, dont les plus dépendantes et
probablement les pollinisateurs les plus efficaces sont les abeilles du genre Macropis
(Buchmann, 1987). Cependant, la relation entre les lysimaques et les Macropis n’est
pas mutuellement dépendante. En effet, si les Macropis nécessitent 1'huile de
lysimaque pour nourrir leurs larves, les lysimaques peuvent assurer leur
reproduction au moyen (i) de propagations végétatives, (ii) de possibles autogamies
et/ou (iii) de pollinisateurs généralistes, tels que les Halictidae (Cane et al., 1983).

1.3.2.3. Variabilité et évolution du systéme Lysimachia/Macropis

Comme déja cité au point 1.2.3.2.1 et ci-dessus, les Macropis sont
oligolectiques sur le genre Lysimachia. Cependant, il existe une différence dans le
choix du sous-genre entre les especes américaines et les especes paléarctiques (Fig.9).
Ces dernieres sont spécialisées sur le sous-genre Lysimachia s.str., tandis que les
especes nord-américaines sont spécialistes du sous-genre Seleucia, et ce, malgré que
ces deux sous-genres soient sympatriques en Amérique du nord (Michez et al., 2008).
Ceci laisse suggérer qu’il existe une influence biogéographique dans le choix de la
plante hote chez les Macropis.
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Le systéme Lysimachia/Macropis est probablement tres ancien (Michez et al.,
2008 ; Renner & Schaefer, 2010). En effet, Paleomacropis eocenicus, un fossile vieux de
53 Ma, est également caractérisé par la présence de soies apparentées a la collecte
d’huile, ce qui suggere que les Macropis forment le groupe frere de ce fossile (Michez
et al., 2007b). Le genre Lysimachia est probablement trop récent pour avoir été une
plante hote de Paleomacropis eocenicus. Néanmoins, certaines familles de plantes
productrices d’huile, telles que les Malpighiaceae (Davis et al ., 2002), sont connues
comme datant de I’'Eocene. Ces familles pouvaient donc étre potentiellement les
plantes hotes de Paleomacropis eocenicus. Quoi qu’il en soit, la proximité entre
I'apparition du genre Lysimachia et la période d’existence du probable ancétre des
Macropis rend plausible le fait que Macropis et Lysimachia aient co-évolués depuis
leurs apparitions respectives (Renner & Schaefer, 2010).

Enfin, il serait intéressant de connaitre la position du fossile au sein de la
tribu des Macropidini, afin de pouvoir discuter quant a l'ancestralité du caractere
« collecteur d’huile » au sein des Macropidini, mais également au sein de la sous
famille des Melittinae. En effet, s’il s’avere que Paleomacropis eocenicus est le groupe
frere des Macropis, le scénario le plus parcimonieux serait que I’ancétre des Melittinae
n’était pas collecteur d’huile et que ce caractere soit apparu indépendamment a deux
reprises et disparu a une reprise (Fig.10) (Michez et al., 2009b).
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Figure 10. Evolution du caractere « collecteur d"huile » chez les Melittinae, dans le cas ou
Paleomacropis eocenicus serait le groupe frere des Macropis, d’apres Michez et al., (2009).
Bleu = non collecteur d’huile ; jaune = collecteur d’huile ; A = apparition du caractere ;

D = disparition du caractere.
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1.4. Morphométrie géométrique

1.4.1. Apercu

La systématique actuelle se définit en deux grands axes, selon la méthode
utilisée. Pendant de nombreuses années, les systématiciens ont basé leurs analyses
sur des caracteres morphologiques. Ces caracteres - comme par exemple la couleur
des soies, 1'absence ou présence de telle ou telle structure, etc...- étaient mal définis
et souvent trop subjectifs. De plus, les phénomenes de convergences évolutives
venaient biaiser considérablement les analyses effectuées.

Plus récemment, une méthode s’appuyant sur l'analyse des caracteres
génétiques s’est développée et est a présent largement répandue. Elle présente
I'avantage d’étudier un seul caractere (la séquence génétique), et qui compte 5 états
(A, C, G, T, -) clairement définis. Cet outil permet donc d’établir des liens entre
différents groupes. Les mutations étant le moteur de I’évolution, deux individus dont
les séquences sont hautement similaires seront phylogénétiquement plus proches
entre eux que d'un tiers. Cependant, cette méthode exige que l'on dispose
d’échantillons ADN pour chaque individu que 1'on désire étudier. Elle se révele donc
inapte lorsqu’on s’intéresse a des spécimens fossiles. Une technique récente, la
morphométrie géométrique, s’avere tres utile dans ce dernier cas de figure.

La morphométrie géométrique est une méthode performante et de plus en
plus utilisée en systématique, notamment chez les abeilles (Aytekin et al., 2003, 2007 ;
Fransisco et al., 2008 ; Tofilski, 2008 ; Bischoff et al., 2009 ; Michez et al., 2009a ; De
Meulemeester et al., sous presse). Contrairement a d’autres techniques de
morphomeétrie classique, la morphométrie géométrique se base sur la forme des
objets (Bookstein, 1991). En effet, en morphométrie classique, les relations
géométriques entre les variables ne sont pas préservées et par conséquent, certains
aspects de la forme sont perdus (Adams et al., 2004). La forme d"un objet se définit
comme toute I'information géométrique qui subsiste lorsque les effets de localisation,
d’échelle et de rotation sont extraits de 1'objet (Kendall, 1977). Cette analyse est
capable de regrouper différents taxons en fonction de leurs similarités
morphométriques. Il existe différentes techniques de morphométrie géométrique,
comme la technique des « outlines », qui se base sur le contour de I'objet, ou encore la
technique basée sur des landmarks. Cette derniere méthode est celle utilisée dans
notre étude. Elle fonde son analyse sur un ensemble de coordonnées cartésiennes (en
deux ou trois dimensions) des landmarks.
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1.4.2. Définition et typologie des Landmarks

Les landmarks représentent des points clefs dans la forme de 'objet. Zelditch
et al. (2004) définissent ces derniers de la maniere suivante : idéalement, les landmarks
correspondent a (i) des points anatomiques homologues, dont (ii) la position
topologique n’est pas modifiée par d’autres landmarks, (iii) qui fournissent une
représentation adéquate de la morphologie, (iv) qui puissent étre identifiés de
maniere répétée et fiable et enfin, qui (v) se situent dans un méme plan. Les landmarks
sont classés en trois catégories selon la typologie de Bookstein (1991). La premiere
catégorie (I) correspond aux « juxtapositions discretes de tissus ». Ils sont définis par
la rencontre de trois structures - telles que les os, les nervures alaires, les arteres, les
nerfs, etc...- ou par le centre d'une inclusion préférentiellement convexe et
suffisamment petite pour étre correctement définie, comme par exemple I'ceil d"un
vertébré. Ce sont les landmarks les plus faciles a localiser précisément et donc les plus
tiables. La deuxieme catégorie (II) de landmark est décrite comme un « maximum de
courbure ». Ils correspondent au sommet d’une évagination ou a la base d'une
invagination. La derniere catégorie (III) est définie comme des « points extrémes ». Ils
sont beaucoup moins utilisés lors d’analyses que les deux autres catégories. La
troisieme catégorie de landmarks n’a pas été employée lors de cette étude.

1.4.3. Morphométrie géométrique appliquée aux ailes

La morphométrie géométrique peut s’appliquer a n'importe quelle forme, et
donc a n’importe quelle structure, pour autant que les conditions d’utilisation des
landmarks soient respectées. Dans notre étude, nous avons appliqué cette méthode a
la forme de l'aile. Cet organe présente de multiples avantages comme par exemple sa
structure en deux dimensions, sa rigidité ou encore son haut degré de conservation
au sein des spécimens fossiles (Pavlinov, 2001). De plus, les veines et leurs
intersections sont clairement homologues a travers les différents groupes d’abeilles
(Ross, 1936). Enfin, la forme de l'aile a déja été utilisée lors d’études visant a
discriminer des especes (e.g. Aytekin et al,. 2007) ou pour mesurer l'affinité de
spécimens fossiles avec des especes contemporaines (e.g. De Meulemeester et al., sous
presse).
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1.5. Objectifs

Les objectifs de ce travail sont :

(i) Etudier l'affinité systématique entre trois spécimens fossiles et les
représentants actuels de la tribu des Macropidini, par la méthode de
morphométrie géométrique appliquée a la forme de 'aile.

(i) Compléter la phylogénie des Macropidini avec de nouvelles données
moléculaires.

(iii) Confirmer l'oligolectisme des abeilles du genre Macropis grace aux
analyses microscopiques des charges scopales.

Les résultats obtenus nous permettront de discuter sur 1’évolution du
caractere « collecteur d’huile » au sein de la tribu des Macropidini et de formuler des
hypotheses a propos du comportement alimentaire ancestral. Concernant "aspect
biogéographique de cette étude, le jeu de données étudié nous éclairera sur le mode
de colonisation de I’aire de distribution de la tribu.
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2. Matériel et méthode

2.1. Morphométrie géométrique

2.1.1. Matériel

Un total de 130 spécimens ont été utilisés lors de cette analyse. Ce jeu de
données recouvre les trois genres appartenant a la tribu des Macropidini. Huit des 16
especes de Macropis sont représentées dans l'analyse. Afin d’éliminer un éventuel
effet dt au dimorphisme sexuel, les spécimens étudiés sont tous des individus
femelles®. Les taxons utilisés comme groupe de comparaison sont Dasypoda argentata
Panzer 1809, Haplomelitta atra Michener 1981 et Haplomelitta griseonigra Michener
1981. Le nombre de spécimens considérés par espece est repris dans le tableau 1. Les
spécimens proviennent des collections du Laboratoire de Zoologie de 1'Université de
Mons et du département d’Entomologie du Musée d'Histoire Naturelle de Londres.
Les données relatives aux trois fossiles Paleomacropis eocenicus, Eomacropis glaesaria et
Paleomelitta nigripennis ont été collectées a partir d’illustrations bibliographiques
(Engel, 2001 ; Michez et al., 2007b).

3 Lesfossiles sont des femelles.
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Tableau 1. Jeu de données utilisé pour les analyses de géométrie morphométrique.

Genre Espece N
Afrodasypoda plumipes 2
Promelitta alboclypeata 5
Macropis ciliata 4
N Macropis dimidiata 20
g Macropis europaea 20
% 5 Macropis frivaldszkyi 5
o < Macropis fulvipes 18
% Macropis nuda 22
g Macropis patellata
Macropis ussuriana
Céi Eomacropis glaesaria 1
§ Paleomacropis eocenicus 1
* | Paleomelitta nigripennis 1
% Dasypoda argentata 10
g R yp 8
<
5 & Haplomelitta atra 5
<
O &
o=
© 8 Haplomelitta griseonigra 5

Nous avons tenté de rassembler 20 spécimens pour chaque espece ainsi que pour le
groupe de comparaison, dans la mesure de la disponibilité des données. D1 a des

circonstances anecdotiques, le nombre de spécimens de Macropis nuda s’éleve a 22.
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2.1.2. Méthode

La méthode utilisée dans cette analyse est issue de 1'étude d'Aytekin et al.
(2007).

Les différentes manipulations réalisées lors de I'étude de la forme de l'aile
peuvent se décliner en trois phases : la photographie de 'aile, le positionnement des
landmarks et les analyses statistiques.

2.1.2.1. Photographie de l'aile

Les ailes sont prélevées au niveau des tegulae et ensuite photographiées.
L’appareillage utilisé est constitué d’un binoculaire Olympus SZH10 couplé a un
boitier Nikon D200. Les éventuelles déformations de 1'aile lors de la photographie
constituent un biais; la mise entre lame et lamelle permet d’obtenir un cliché
reflétant au mieux la forme réelle de l'aile (Fig.11). Le matériel provenant du Musée
d’Histoire Naturelle de Londres ne pouvant étre altéré, les photographies des ailes
sont réalisées directement sur les spécimens, qui ont préalablement été ramollis dans
un cristallisoir.

Les différentes manipulations sont réalisées sur le méme binoculaire, les
mémes parametres (brillance, zoom, etc...), le méme boitier et par un seul
expérimentateur.

Les photographies sont compilées dans un fichier tps a I'aide du logiciel tps-
UTIL (Rohlf, 2010).

Figure 11. Photographie d’aile antérieure gauche de Macropis europaea placée entre lame et
lamelle (Photo : Bouzin M.).
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2.1.2.2. Positionnement des landmarks

L’analyse est basée sur les coordonnées de 15 landmarks, positionnés tel
quindiqué a la figure 12. Ces landmarks sont placés sur les nervures alaires. Les
nervures sont des éléments rigides et situés sur un méme plan. De plus, les nervures
et leurs intersections sont des structures homologues au sein des abeilles (Ross, 1936).
Le tableau 2 détaille le positionnement de chaque landmark et précise leur typologie
définie par Bookstein (1991).

Figure 12. Positionnement des 15 landmarks sur I'aile antérieure gauche d'un Macropidini
(d’apres une illustration d’aile d’ Eomacropis glaesaria, Engel, 2001).
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Tableau 2 : définition et typologie des landmarks de Iaile antérieure gauche.

Landmark Définition Type
1 Point interne le plus a gauche de la cellule marginale 11
2 Point interne le plus a droite de la cellule marginale I
3 Intersection de la nervure marginale avec la premiere nervure |
cubitale transverse
Intersection de la nervure marginale avec la deuxieme nervure
4 cubitale transverse I

Intersection de la deuxiéme nervure cubitale transverse avec la
nervure cubitale

Intersection de la nervure cubitale avec la deuxiéme nervure

6 , I
recurrente

- Intersection de la nervure cubitale avec la premiere nervure [
récurrente

g Intersection de la nervure cubitale avec la premiere nervure [
cubitale transverse

9 Intersection de la nervure cubitale avec la nervure basale I

10 Intersection de la nervure basale avec la nervure discoidale I

1 Intersection de la nervure discoidale avec la premiere nervure |
récurrente

19 Intersection de la nervure discoidale avec la nervure |

subdiscoidale

Intersection de la nervure subdiscoidale avec la deuxiéme
nervure récurrente

14 Point interne inférieur gauche de la deuxieme cellule discoidale I
15 Intersection de la nervure anale avec la nervure médiane |
transverse

La numérisation des coordonnées cartésiennes bidimensionnelles des
landmarks a été réalisée via le logiciel tps-DIG (Rohlf, 2006a).
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2.1.2.3. Analyses statistiques

La premiere étape de l'analyse consiste en une superimposition des
coordonnées des landmarks selon la méthode procruste GLS (« generalized least-
square ») (Bookstein, 1991). Cette méthode correspond a une translation, une rotation
des landmarks et une modification de 1’échelle. Ces dernieres manipulations
permettent d’éliminer toutes les variations qui ne concernent pas la forme de 1'objet.
Cette superimposition procruste est effectuée par le logiciel IMP CoordGené6 (Sheets,
2003).

Une « relative warps analysis » est effectuée par le logiciel IMP PCAGen6p
(Sheets, 2005). Techniquement, une « relative warps » correspond a une analyse en
composantes principales (ACP) basée sur les coordonnées alignées des landmarks (i.e.
procrustes) (Michez et al., 2009a). D’apres Alibert et al. (2001), la « relative warps »
correspond a la composante principale et définit un espace-forme dans lequel les
individus sont replacés (Aytekin et al., 2007).

Un graphique présentant la distribution tridimensionnelle des points est
présenté grace au logiciel NTSYS (Rohlf, 2000).

Un histogramme présentant le nombre d’individus en fonction de la distance
par rapport au centroide du groupe des Macropis est réalisé par le logiciel R 2.9.2.
(The R Foundation for Statistical Computing, 2009)

Un dendrogramme est réalisé par le logiciel NTSYS (Rohlf, 2000). Les
données sont obtenues via tps-RELW (Rohlf, 2006b). La matrice de distance est
calculée par la distance euclidienne, dont la formule est la suivante :

|'i|‘!

dx¥)= | - x)?

\| i=1

Les groupements entre individus sont réalisés par la méthode des liens
UPGMA.
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Des « thin-plate splines » sont associés dans la représentation du
dendrogramme. Ces quadrillages facilitent la visualisation des déformations relatives
des ailes pour chaque genre. Elles sont obtenues par le logiciel tps-RELW (Rohlf,
2006b). Les liens (« links ») sont crées dans le logiciel tps-UTIL (Rohlf, 2010).
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2.2. Phylogénie moléculaire

2.2.1. Matériel

Le jeu de données étudi€ est résumé dans le tableau suivant (Tab.3):

Tableau 3. Jeu de données utilis¢é pour 1'étude phylogénétique. Les codes correspondent a la

référence des séquences dans GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). NS = Nouvelle

2001

séquence.
.. Origine .
Taxon Individu Sexe 28S Opsin RNAp EF-1a
et date
Afrodasypoda Afrique
plumipes Afr_ plum | du Sud, | M - NS NS NS
2008
Macropis . USA,
ciliata MaC_Cll 2006 M NS NS - NS
Macropis .| Turquie,
% frlvﬂldSZkyl MaC_fer 2008 M NS NS NS NS
Q
& | Macropis
% europaea Mac_eur | France, - |- AY654525 | DQ116685 | AY945138 | AY585154
—~
Macropis
nuda Mac_nud | USA, - - AY654454 | DQ116686 | AY945139 | AY585155
Macropis Bulgarie,
fulvipes Mac_ful - EF594348 | EF594372 | EF599271 | EF594323
Promelitta Maroc,
alboclypeata Pro_alb 2006 M EF594354 | EF594379 | EF599277 | EF594330
Dasypoda , France,
hirtipes Das_hir 2002 - AY654519 | DQ116681 | EF599278 | AY585149
o, | Meganomia Afrique
= binghami Meg bin |du Sud, | - AY654528 | DQ116689 | AY945144 | DQ141114
> 2004
&)
S Melitta France,
S | leporina Mel_lep 2002 - AY654530 | DQ116688 | AY945142 | AY585158
Rediviva Afrique
megregori Red_mcg | du Sud, |- AY654531 | DQ116690 | AY945159 | AY585159
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Sept taxons constituent 1'ingroup, parmi lesquels les trois genres de la tribu
des Macropidini sont représentés. Cing especes représentent le genre Macropis, dont
deux especes américaines (M. cilita et M. nuda), deux especes ouest-paléarctiques (M.
europaea, M. frivaldszkyi) et une paléarctique (M. fulvipes). Dasypoda hirtipes (Fabricius
1793), Meganomia binghami (Cockerell 1909), Melitta leporina (Panzer 1799) et Rediviva
mcgregori Whitehead & Steiner 2001 forment l'outgroup. Ces especes occupent des
positions variées dans le clade des Melittidae (Michez et al., 2009b). Elles nous
permettront d’enraciner les arbres phylogénétiques obtenus.

Les nouvelles séquences seront soumises ultérieurement sur GENBANK.

2.2.2. Méthode

Les extractions, PCR et séquencage d’ADN ont été réalisés au préalable par
D. Michez au Département d’Entomologie de I'université de Cornell a Ithaca (USA).

2.2.2.1. Extraction de ’ADN

L’extraction d’ADN est effectuée en utilisant le kit de purification
« QIAquick PCR » (Qiagen Inc., Valencia, CA, U.S.A.). Le protocole est le suivant :

- Placer la patte de I'individu dans 180ul de Buffer ATL et la broyer.

- Ajouter de 20ul de protéinase K dans I’échantillon. Vortexer toutes les
1/2h et incuber a 55°C pendant 2h.

- Ajouter de 200ul de Buffer AL et vortexer.

- Ajouter de 200ul d’éthanol 100% et vortexer a nouveau.

- Placer la mixture obtenue dans le DNeasy Mini spin column place dans un

tube de 2ml. Centrifuger a 6000 x g (8000 rpm) pendant Imn. Jeter le filtrat et
le tube de 2ml.

- Placer le DNeasy Mini spin column dans un nouveau tube de 2ml, ajouter
500ul de buffer AW1, et centrifuger pendant 3min a 20000 x g
(14000 rpm) pour sécher la DNeasy membrane. Jeter le filtrat et le tube de 2ml.
- Placer le DNeasy Mini spin column dans un tube de microcentrifugation, et
ajouter 200ul de buffer AE directement sur la DNeasy membrane. Incuber a

température ambiante pendant 1min, et puis centrifuger pendant 1min a 6000
x g (8000 rpm) pour €luer. L’ADN est au fond du tube.
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2.2.2.2. Génes amplifiés

Notre analyse s’est portée sur quatre genes. Ces genes sont nucléaires et sont
caractérisés par un taux de mutations faible (Danforth et al., 2006a ; Michez et al.,
2009b). Ils ont déja été utilisés lors d’études phylogénétiques chez les abeilles,
notamment au niveau du genre (Kawakita et al., 2004 ; Michel-Salzat et al., 2004 ;
Hines et al., 2006 ; Larkin et al., 2006 ; Michez et al., 2009b). Les quatre genes analysés
sont les suivants :

» 28S: code pour la sous unité ribosomiale 28S et est donc impliqué dans la
traduction des protéines. Il s’agit du seul gene de notre jeu de données qui ne
code pas pour une protéine. La partie séquencée correspond a la région D2-D3
du gene.

» Opsin : le gene code pour la rhodopsine a longue longueur d’onde (Rh LW).
Ce pigment protéique est impliqué dans la phototransduction au niveau de la
membrane des cellules photosensibles. La région séquencée comporte 2
introns.

» RNAp : désigne le gene codant pour les deux grandes sous-unités protéiques
de I’ARN polymerase II, enzyme qui est impliquée dans la synthese d’ARN
pré-messagers. Ce gene a été utiliseé dans de nombreuses études
phylogénétiques, notamment chez les arthropodes et myriapodes, et ce, grace
a sa facilité d’amplification et d’alignement (Danforth et al., 2006a).

» EF-1a: ce gene code pour le facteur d’élongation 1a. Cette protéine fait partie
d’un ensemble de protéines impliquées dans la translation du ribosome sur
I’ARNm pendant la traduction. Ce gene présente un pouvoir de résolution
phylogénétique pouvant aller jusqu’au sous-genre (Simon et al., 1994). Chez
les abeilles, il existe deux copies du gene EF-la (Danforth & Ji, 1998). La
séquence considérée dans cette étude comporte un intron et correspond a un
fragment de la copie F2 du gene.
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2.2.2.3. PCR

Les amorces ainsi que les différents parametres de PCR sont détaillés dans
I'étude de Michez et al. (2009b).

28S:
Bel 5-AGA GAG AGT TCA AGA GTA CGT G-%
Mar 5-TAG TTC ACC ATC TTT CGG GTC CC-3
Opsin :

Opsin For3 (mod) 5-TTC GAY AGA TAC AAC GTR ATC GTN AAR GG- 3’
Opsin Rev (mod) 5-ATA NGG NGT CCA NGC CAT GAA CCA- 3

RNAp :
Polfor2a 5’-AAY AAR CCV GTY ATG GGT ATT GTR CA- 3
Polrev2a 5-AGR TAN GAR TTC TCR ACG AATCCTCT-3
EF-1a :

HaF2Forl 5-G GGY AAA GGW TCCTTC AARTAT GC-3’
Exon2Revmel 5'-GGA AGA CGR AGA GCCTTR TC-3
Intron2Rev 5’-AAA AAT CCT CCG GTG GAA AC-3
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Les parametres PCR sont les suivants:

Bel-Mar 94°C/1 min; 65°C/1 min;72°C/1 min; 35 cycles

Opsin
For3mod-Rev mod 94°C/1 min; 94°C/1 min; 56°C/1 min; 72°C/1 min; 35 cycles

RNAp
Polfor2a-Polrev2a 94°C/1 min; 94°C/1 min; 52°C/1 min; 72°C/1 min; 35 cycles
EF-1ax
HaF2Forl 94°C/1 min; 94°C/1 min; 54°C/1 min; 72°C/1 min 30 s; 35 cycles

Exon2Revmel 94°C/4 min; 94°C/45 sec; 56°C/45 sec; 72°C/45 sec; 35 cycles
Intron2Rev 94°C/4 min; 94°C/45 sec; 56°C/45 sec; 72°C/ 1 min; 35 cycles

2.2.2.4. Séquencgage

Le séquencage a été effectué sur un séquenceur automatique 3730 DNA
Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA), a 'université de Cornell a Ithaca
(U.S.A)).
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2.2.2.5. Analyses phylogénétiques

Les différentes séquences obtenues sont vérifi€es et « nettoyées » a I'aide du
logiciel CODONCODE ALIGNER 3.0. L’alignement des séquences a été réalisé par le
logiciel MAFFT ver.6 (Katoh et al., 2002), en utilisant les parametres standards.
Ensuite, cet alighement a été vérifié et, éventuellement, manuellement corrigé a 1’aide
du logiciel MESQUITE 2.6 (Maddison & Maddison, 2006).

Le jeu de données final est constitué de 11 spécimens et de 53 séquences. Le
gene RNAp n’a pu étre séquencé pour Macropis ciliata, et la séquence du gene 28S
d’Afrodasypoda plumipes n’était pas analysable.

Les tailles des séquences obtenues sont :

285 : 715 paires de bases

Opsin : 551 paires de bases

RNAp : 795 paires de bases

EF-1a : 799 paires de bases (exon : 595 pb ; intron : 204 pb)

Six matrices ont été construites et ensuite analysées : une pour chaque gene
(y compris exon et intron d’EF-1a) ainsi qu’'une matrice englobant 1’ensemble des
genes. Dans cette derniere, les données manquantes pour le gene 28S et RNAp dans
le cas d"A. plumipes et de M. ciliata ont été codées comme données manquantes. La
matrice globale comporte un total de 2860 paires de bases.

Les analyses en maximum de vraisemblance (MV) ont été réalisées a l'aide
du logiciel GARLI 2.0 (Zwickl, 2011). Chaque gene a été analysé séparément et de
maniere combinée. Pour le gene EF-1a, nous avons considéré séparément la partie
codante (EF1Ex) de l'intron (EF1In). Le meilleur modele de substitution pour chaque
gene a été choisi via le logiciel JIMODELTEST (Posada, 2008) en utilisant les criteres
d’informations d’ Akaike (AIC) (Akaike, 1974).
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Les modeles choisis sont les suivants :

285: GTR+G
Opsin: GTR+ G
RNAp: GTR+I+G
EF1Ex: GTR + G
EFlIn: GTR+ G

L’analyse est amorcée par la génération aléatoire d'un arbre et est stoppée
lorsque le parametre « In »* reste constant pendant 20000 générations consécutives.
Chaque analyse a été réitérée a dix reprises de maniere a s’assurer que le parametre
«In » retenu ne correspond pas a un minimum local. Les probabilités postérieures
de chaque branche sont obtenues en performant 100 réplicas de bootstraps non
paramétriques (Felsenstein, 1985), en utilisant le critere d’arrét automatique a 10000
générations. L’arbre consensus est calculé par le logiciel PAUP 4.0.b10. (Swofford,
1998). Les topologies supportées par des valeurs de bootstrap supérieures ou égales a
70 % sont considérées comme significatives (Hillis & Bull, 1993).

Les analyses en méthodes bayésiennes (MB) ont été effectuées a 1'aide du
logiciel MR BAYES 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Les modeles de
substitutions choisis sont identiques a ceux choisis pour 'analyse en MV. Les genes
ont été analysés individuellement ainsi que de maniere combinée. Le nombre de
générations est d"un million. L’analyse est stoppée apres I'observation sur graphique
de la constance des valeurs de vraisemblance a travers les générations. Ce graphique
est donné par le logiciel TRACER 1.5 (Rambaut & Drummond, 2007). Les 100000
premieres générations sont éliminées. Les probabilités postérieures sont calculées a
partir des arbres restants et un arbre consensus est construit en suivant la regle de la
majorité a 50 %. On considere que les topologies supportées par des probabilités
postérieures supérieures ou égales a 0,95 sont significatives (Wilcox et al., 2002).

* Plus l'indice de vraisemblance est élevé, plus la topologie de I’arbre est significative.
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2.3. Analyses palynologiques

L’intérét de cette manipulation est de déterminer via des analyses
microscopiques 1'oligolectisme strict des abeilles du genre Macropis. Pour ce faire,
nous avons analysé un maximum de pelotes de pollen, dans la limite du matériel
disponible. L’ensemble de la distribution du genre est représenté a travers les
différentes especes. Les spécimens proviennent des collections du Laboratoire de
Zoologie de l'Université de Mons et du département d’Entomologie du Musée
d'Histoire Naturelle de Londres. Le tableau 4 reprend les différentes especes
analysées ainsi que le nombre de spécimens pour chacune des especes. Au total, ce
sont 57 pelotes qui ont été analysées.

Tableau 4. Jeu de données utilisé pour 1’analyse palynologique.

Taxons N
Macropis ciliata 1
Macropis dimidiata 14
Macropis europaea 20
Macropis frivaldszkyi 1
Macropis fulvipes 16
Macropis nuda 2
Macropis patellata 1
Macropis ussuriana 2

Le pollen a été prélevé a l'aide de pastilles de gélatine. Ces pastilles ont
ensuite été placées sur une lamelle et chauffées afin d’étaler I"échantillon sur cette
lamelle. Nous n’avons pas jugé utile de procéder a une lyophilisation, la forme et la
couleur s’avérant étre des criteres suffisants. Le pollen de lysimaque a également été
monté sur lame et a servi de comparaison lors de I’analyse.

En suivant l'exemple de l'étude de Michez et al. (2010) sur le genre
Meganomia, un indice de charge scopale compris entre 1 et 5 est noté de maniere a
nuancer les différents résultats.
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3. Résultats

3.1. Morphométrie géométrique

3.1.1. Relative warps analysis

La position des 15 landmarks sur les ailes de chaque individu apres une
superimposition procruste est présentée a la figure 13.
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Figure 13. Représentation de la position des landmarks selon leurs coordonnées (x, y) apres

superimposition procruste.

Certaines positions de landmarks semblent étre assez variables en fonction
des spécimens.
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Les « relative warps analysis » sont effectuées sur base d’'une matrice de 130
individus pour 30 variables (15 landmarks en coordonnées (x, y)). Les deux premiers
axes de l'analyse effectuée sur le jeu de données sont présentés a la figure 14. De
maniere a visualiser un maximum de variance du jeu de données, les axes 1 et 3, ainsi
qu'une représentation tridimensionnelle de la répartition des points sont montrés
respectivement aux figures 15 et 16. Notons que tout au long de la description de ces
résultats, la formule «est plus proche de » se rapportera a une similarité dans la
forme de laile, et non pas a une proximité phylogénétique.
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Figure 14. Représentation des deux premiers axes de la « relative warps analysis ».

Les individus d’'un méme genre sont clairement regroupés. Le genre
Promelitta semble étre plus proche d’Afrodasypoda que de Macropis. Dasypoda et
Haplomelitta, qui constituent le groupe de comparaison, semblent assez isolés. Les
spécimens fossiles sont entourés d'un cercle noir. Paleomacropis semble étre
sensiblement plus proche d’Afrodasypoda que de Macropis, tandis que les genres
Paleomelitta et Eomacropis semblent proches de Macropis. 76 % de la variance totale du
jeu de données est expliquée par les deux premiers axes de la «relative warps
analysis ».
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Figure 15. Représentation du premier et troisieme axe de la « relative warps analysis ».

Sur cette représentation, les genres restent assez nettement séparés, bien
qu’il semble que les spécimens fossiles se rapprochent du genre Macropis. 71 % de la
variance totale du jeu de données est expliquée par 1’axe un et I'axe trois. 83 % de la
variance totale du jeu de données est expliquée par les trois premiers axes de la
« relative warps analysis ».
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Figure 16. Représentation tridimensionnelle du jeu de données. La symbolique utilisée est
identique a celle des figures 14 et 15.
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3.1.2. Histogramme

L’histogramme de la figure 17 représente le nombre d’individus en fonction
de la distance par rapport au centroide du groupe des Macropis.
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Figure 17. Histogramme indiquant le nombre d’individus en fonction de leur distance
euclidienne par rapport au centroide du groupe des Macropis. A = Paleomelitta nigripennis ;
B = Eomacropis glaesaria ; C = Paleomacropis eocenicus.

L’histogramme est divisé en deux parties : un pic important correspondant
aux Macropis et une zone plus étalée correspondant aux autres individus du jeu de
données. Le fait que le pic soit assez étroit signifie que le nuage de points du genre
Macropis est assez compact. Au plus le creux entre les barres de 1'histogramme sont
larges, au mieux la séparation entre les groupes est nette. Paleomelitta et Eomacropis
sont sensiblement plus proches du groupe des Macropis que ne l'est Paleomacropis.

3.1.3. Dendrogramme

Le dendrogramme (Fig.18) est construit sur base des coordonnées (x, y) des
15 landmarks apres superimposition procruste. L’ensemble des spécimens d’'un méme
genre sont correctement regroupés. Les « thin-plate splines » sont associ€s aux genres

sur la droite de la figure.
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Figure 18. Dendrogramme obtenu par la méthode de regroupement UPGMA. 1 = Macropidini ; 2 = groupe de

comparaison. Les grilles de déformations extraites de la « relative warps analysis » sont associées a chaque genre.
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Il semble exister un continuum de déformation entre Afrodasypoda, Promelitta
et Paleomacropis qui se traduit par un déplacement du landmark 10 (i.e. intersection de
la nervure basale avec la nervure discoidale) vers la gauche.

De la méme maniere, il apparait une déformation graduelle un niveau du
landmark 15 (i.e. intersection de la nervure anale avec la nervure médiane transverse)
entre Macropis, Paleomelitta et Eomacropis. Elle se traduit par un déplacement
progressif de ce landmark vers la gauche.

Concernant les ailes d’Haplomelitta et de Dasypoda, elles présentent un
rétrécissement dans le sens de la largeur, ce qui s’explique par le rapprochement des
landmarks 7 et 8 (i.e. intersection de la nervure cubitale avec la premiere nervure
récurrente et intersection de la nervure cubitale avec la premiere nervure cubitale
transverse, respectivement).
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3.2. Phylogénie moléculaire

Les quatre genes ont été analysés individuellement et de maniere combinée.
L’exon et l'intron du gene EF-la ont été considérés séparément. Bien que les
topologies d’arbres affichent certaines similitudes, ils ne sont pas identiques entre les
genes ni entre les deux méthodes. Les arbres obtenus en méthodes bayésiennes sont
globalement mieux supportés que ceux obtenus par maximum de vraisemblance.

Concernant I'analyse effectuée sur les genes séparés, I’arbre le mieux résolu
dans l'ingroup correspond au gene 28S. Malheureusement, la donnée d’Afrodasypoda
plumipes est manquante pour ce gene. L’arbre qui semble le mieux supporté est
obtenu par I’analyse de la matrice combinée des quatre genes.

L’arbre obtenu par I'analyse du gene Opsin fournit certaines probabilités
postérieures assez faibles. Au niveau de l'ingroup, les valeurs sont assez étirées,
certaines étant assez élevées et d’autres assez basses.

Le gene RNAp donne un arbre aux branches faiblement soutenues, tandis
que les résultats obtenus via I'exon et I'intron d’EF-1a ne permettent pas d’extraire
d’informations pertinentes.

Seuls les arbres issus des analyses du gene 285 et de 'ensemble des genes
sont présentés dans ce paragraphe (Fig.19, 20). La topologie des arbres obtenus en
maximum de vraisemblance (MV) et en méthodes bayésiennes (MB) étant identique
pour une méme analyse, les figures 19 et 20 résument respectivement les deux arbres
obtenus et reprennent les valeurs des probabilités postérieures et des bootstraps.
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Figure 19. Arbre enraciné issu de I’analyse de 28S. L’arbre est obtenu par MV et MB. Les probabilités

postérieures sont indiquées en noir ; les valeurs de bootstrap sont indiquées en rouge.
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L’arbre basé sur le gene 28S (Fig.19) montre que la tribu des Macropidini est
bien supportée, autant en bayésien qu’en maximum de vraisemblance. Les relations
entre les especes de l'outgroup (Dasypoda hirtipes, Rediviva mcgregori, Meganomia
binghami, Melitta leporina) ne sont pas significatives.

Au sein des Macropidini, les genres Promelitta et Macropis sont correctement
séparés. Les probabilités postérieures (MB) séparent significativement Macropis
frivaldszkyi, M. nuda, M. fulvipes et le clade M. europaea et M. ciliata qui n’est pas
supporté, tandis que les valeurs de bootstrap (MV) isolent M. frivaldszkyi du clade non
supporté formé par M. nuda, M. fulvipes, M. europaea et M. ciliata.

L’arbre obtenu par analyse combinée des quatre genes (Fig.20) montre que
les genres sont correctement séparés et significativement supportés par les deux
méthodes. Toutes les especes sont correctement regroupées dans leur genre, tribu et
sous-famille. Par rapport a l'arbre obtenu par l'analyse du gene 28S, la tribu des
Macropidini inclut Afrodasypoda plumipes, qui occupe une position basale au sein de
la tribu.

En méthodes bayésiennes, Macropis nuda est significativement séparée du
clade formé par Macropis fulvipes, M. europaea et M. ciliata, qui n’est pas supporté. En
maximum de vraisemblance, les relations entre Macropis ciliata, M. europaea, M.
fulvipes et M. nuda ne sont pas résolues.
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3.3. Palynologie

La figure 21 illustre les caractéristiques du pollen provenant de Lysimachia
sp.

L’analyse microscopique des charges scopales provenant de 57 femelles de
Macropis montre que les charges de 56 d’entre elles sont composées exclusivement de
pollen de Lysimachia sp (Fig.22). Une femelle de Macropis nuda présente dans une
proportion d’environ 30 % un autre type de pollen (Fig.23). Cependant, ce pollen
provient tres vraisemblablement d’une contamination « artificielle », I'individu ayant
été collecté en 1920. De plus, I'indice de charge scopale est de un, ce qui réduit
fortement le poids de cette donnée.
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A Figure 22. Pollen de la charge scopale.

< Figure 23. Pollen de la charge scopale

présentant une contamination.
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4. Discussion

4.1. Méthode de phylogénie moléculaire

Les genes utilisés dans cette analyse ont déja été utilisés pour résoudre la
phylogénie de plusieurs groupes d’abeilles (Mardulyn & Cameron, 1999 ; Cameron &
Mardulyn, 2001 ; Kawakita et al., 2004 ; Michel-Salzat et al., 2004 ; Hines et al., 2006 ;
Danforth et al.,2004, 2006a ; Larkin et al., 2006 ; Praz et al., 2008a ; Michez et al., 2009b).
Leur résolution phylogénétique cible des niveaux taxonomiques qui vont de la
famille au genre. Par rapport aux questions posées dans cette étude, il aurait été utile
et complémentaire d’intégrer un gene a taux de mutations plus élevé. L utilisation
d'un gene mitochondrial, par exemple COI (Cytochrome Oxydase I), aurait sans
doute contribué a la résolution phylogénétique au sein des especes du genre
Macropis. Cependant, ’analyse des quatre genes combinés (285, Opsin, RNAp, EF-
la) offre un arbre a topologie fiable et cohérente. Si I'on accepte l'incertitude au
niveau de trois especes de Macropis (M. ciliata, M. europaea et M. fulvipes), ces
données permettent de formuler certaines hypotheses quant a 1’évolution de la tribu
des Macropidini. En outre, cette incertitude peut étre partiellement gommeée en
intégrant la topologie et les valeurs de branches de l’analyse en méthodes
bayésiennes du gene 28S et de l'ensemble des genes. Macropis fulvipes serait
plésiomorphe par rapport au clade formé par M. europaea et M. ciliata.

Les topologies obtenues pour chacun des genes ne sont pas toujours résolues
(e.g. EF-1a) ni supportées (e.g. RNAp). Par contre, I'analyse des genes combinés
donne des résultats satisfaisants. Cela peut s’expliquer par la relative petite taille du
jeu de données. Les fragments analysés ont une taille allant de 204 a 795 pb. La
variabilité des séquences n’est sans doute pas assez marquée pour étre correctement
décelée. En revanche, la taille du jeu de données complet est de 2860 pb. Sur base de
cette matrice, la variabilité devient suffisamment importante pour étre analysée.

Les faibles résultats obtenus avec la partie codante d’EF-la sont
vraisemblablement dus au grand nombre d’incertitudes qui ont été rajoutées pour
compléter la matrice de données. Concernant l'intron d’EF-la, ce fragment de
séquence n’étant pas soumis a la pression de sélection, la variabilité est telle que les
résultats n’apportent aucune information utilisable.
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4.2. Morphométrie géométrique vs phylogénie moléculaire

Plusieurs études ont montré que la morphométrie géométrique peut fournir
des résultats assez similaires a la phylogénie moléculaire (Monteiro et al., 2002 ;
Lockwood et al., 2004 ; Moraes et al., 2004, Patterson & Schofield, 2005 ; Koch, 2010).
Cependant, les caracteres morphologiques peuvent évoluer a des vitesses différentes
des caracteres moléculaires et amener par conséquent a des topologies de
groupement discordantes. De Meulemeester et al (sous presse) soulignent que ces
divergences évolutives peuvent étre expliquées par plusieurs phénomenes tels que la
persistance de caracteres plésiomorphes (Cardini, 2003), la sélection naturelle
(Azevedo et al., 1998 ; Gilchrist et al., 2000 ; Cardini & Tongiorgi, 2003 ; Guill et al.,
2003), la sélection sexuelle (Vencl, 2004), la dérive génique (Cardini, 2003) ou encore
par des phénomenes dus a des facteurs abiotiques (e.g. Aytekin et al., 2009). Toujours
selon De Meulemeester et al. (sous presse), les divergences évolutives entre les
caracteres morphologiques et les caracteres moléculaires s’expriment selon deux
schémas différents : (i) les faux négatifs, qui apparaissent des lors que les caracteres
morphologiques évoluent plus rapidement que les caracteres moléculaires. Ce pattern
se retrouve par exemple chez les Strigidae et les Caprimulgidae. Ces deux familles
d’oiseaux ont été considérées comme €loignées et classées dans des ordres distincts
en raison de leurs différences morphologiques (Voous, 1973). Néanmoins, une étude
basée sur des caracteres moléculaires montre que ces deux familles appartiennent a
un méme ordre (i.e. Strigiformes) (Sibley & Ahlquist, 1990). Les différences
morphologiques s’expliquent par leur régime alimentaire différent, carnivore chez
les Strigidae et insectivore chez les Caprimulgidae. Le second pattern concerne (ii) les
faux positifs, qui résultent de la convergence morphologique des caracteres. Ce biais
peut également étre illustré par la phylogénie des oiseaux. Sur base des caracteres
morphologiques, les Strigidae et les Accipitridae ont longtemps été considérés
comme des familles proches (Voous, 1973). Cependant, les études moléculaires ont
montré que ces deux familles sont génétiquement tres éloignées (ordres différents)
(Sibley & Ahlquist, 1990). Leurs ressemblances morphologiques s’expliquent par leur
régime alimentaire et leur mode de prédation identiques.

Par conséquent, la principale difficulté a laquelle 'expérimentateur est
confronté lorsqu’il utilise la méthode de morphomeétrie géométrique est d’arriver a
quantifier la qualité du signal phylogénétique traduit par la forme de 1'objet
(Klingenberg & Gidaszewski, 2010). Ce signal peut étre défini comme le degré avec
lequel la parenté phylogénétique entre les taxons est associ€ée a leurs similitudes
phénotypiques (Blomberg et al., 2003 ; Cardini & Elton 2008). Dans notre cas, il est
intéressant de s’interroger quant a la qualité de ce signal contenu dans l'aile. En se
référant a la littérature, la forme de l'aile des abeilles n’est probablement pas un
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caractere neutre. En effet, sa forme définit en partie les performances de vol de
'abeille et par conséquent son succes alimentaire (Hepbrun et al., 1998). Plusieurs
études sur 'abeille domestique Apis mellifera soulignent que la morphologie de 'aile
peut étre influencée par (i) des pressions environnementales, telles que la latitude
(Altapov, 1929), l'altitude (Hepbrun et al., 2000; Verma et al., 1994), le climat
(Hepbrun et al., 2001 ; Radloff et al., 2005 a,b ; Tan et al., 2008), par (ii) la sélection
sexuelle (Radloff et al., 2003) ainsi que par (iii) des facteurs abiotiques tels que la
température (Soose, 1954) ou la saisonnalité (Mattu & Verma, 1984). Cependant ces
études ne considerent pas la forme de l'aile comme un ensemble et n’analysent pas
l’aile dans un contexte évolutif.

En confrontant nos résultats obtenus en morphométrie géométrique avec

ceux obtenus en phylogénie moléculaire (Fig.24), nous pouvons apprécier la qualité
du signal phylogénétique traduit par la forme de l'aile.

Macropidini

— Afrodasypoda

I Promelitta -

Macropis —

— Haplomelitta —

— Dasypoda —

Similarité de la forme Phylogénie moléculaire
alaire

Figure 24. Représentation confrontée des arbres obtenus par la méthode de morphométrie
géométrique alaire (a gauche) et par la phylogénie moléculaire (a droite).
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Dans le cas de notre jeu de données, il semble que le signal phylogénétique
porté par la forme de l'aile soit assez fort. Toutes les especes ont été correctement
regroupées dans leur genre correspondant. L'unique différence enregistrée entre les
deux groupements concerne la position du genre Promelitta. D’apres la
morphométrie géométrique, Promelitta est similaire a Afrodasypoda, tandis que la
phylogénie moléculaire regroupe les genres Promelitta et Macropis. L'importance du
signal phylogénétique contenu dans la forme de l'aile ainsi que son faible degré
d’homoplasie ont notamment été soulignés dans le cas des drosophiles (Klingenberg
& Gidaszewski, 2010).

Les résultats obtenus montrent donc que la similarité de la forme des ailes ne
traduit pas exactement les relations phylogénétiques. Cependant, l'intensité du
signal phylogénétique exprimé par la forme de l'aile est suffisamment élevée pour
nous permettre de discuter des affinités taxonomiques des trois spécimens fossiles
étudiés. En outre, la morphométrie géométrique regroupe correctement les
Macropidini, ce qui suggere que la forme de l'aile constitue une synapomorphie
partagée par les genres de cette tribu. Cela implique que I’appartenance ou non aux
Macropidini peut étre définie sur base de la forme de I'aile.

4.3. Systématique des Macropidini

Il est vraisemblable que la forme de l'aile partagée par Afrodasypoda plumipes,
Promelitta alboclypeata et Paleomacropis eocenicus soit une symplésiomorphie, et nous
empéche donc de positionner exactement le fossile Paleomacropis eocenicus. La
phylogénie moléculaire montre également que le genre Macropis est un groupe
évolué par rapport aux genres Afrodasypoda et Promelitta, ce qui suggere que la forme
de l'aile des Macropis pourrait étre une apomorphie. Eomacropis glaesaria et
Paleomelitta nigripennis présentent une grande similarité dans la forme de I'aile avec
les Macropis, ce caractere pourrait par conséquent étre une synapomorphie partagée
par les trois représentants qui formeraient ainsi un groupe monophylétique.

4.3.1. Eomacropis glaesaria

Ce fossile fut décrit comme étant proche du genre Macropis, s’en
différenciant principalement par I’absence de structures adaptées a la collecte d’huile
(Engel, 2001). Eomacropis glaesaria est repris dans la définition actuelle de la tribu des
Macropidini (Michez et al., 2009b). Effectivement, le fossile présente certains traits
morphologiques typiques des Macropidini, tels que ses deux cellules cubitales et les
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dents subapicales prononcées de la mandibule (Engel, 2001). Sur base de la
morphométrie géométrique alaire, nos résultats confirment cette hypothese. La forme
de laile d’Eomacropis glaesaria présente une grande similarité avec celle de
Paleomelitta nigripennis. De plus, Eomacropis glaesaria et Paleomelitta nigripennis
présentent plusieurs caractéristiques morphologiques communes (c.f. 4.3.3). Ces deux
fossiles proviennent du gisement d’ambre de la Baltique. La conjoncture de ces
divers éléments suggere qu’Eomacropis glaesaria et Paleomelitta nigripennis auraient pu
étre des taxons proches. Eomacropis glaesaria affiche secondairement une similarité
dans la forme de l'aile avec le genre Macropis. Outre cette similarité, Eomacropis
glaesaria partage avec les Macropis la présence de la plaque basitibiale (Michez et al.,
2007b).

4.3.2. Paleomacropis eocenicus

Michez et al. (2007b) décrivent ce fossile comme faisant partie des
Macropidini, avec lesquels il partage, outre les caractéristiques communes aux
Melittidae, la présence de deux cellules cubitales. Paleomacropis eocenicus possede des
soies qui pourraient étre associ€es a la récolte d’huile (c.f. 1.2.3.1.2.), ce qui suggere
qu’il pourrait former un groupe frere avec le genre Macropis (Michez et al., 2007b).
Cette hypothese n’est pas soutenue par les résultats obtenus dans cette étude. En se
référant a la similarité dans la forme de l'aile, le fossile montre une affinité avec les
genres Afrodasypoda et Promelitta. Paleomacropis eocenicus ne partage pas d’affinité
dans la forme de l'aile avec les deux autres fossiles, Eomacropis glaesaria et Paleomelitta
eocenicus. Paleomacropis eocenicus se distingue notamment de ces derniers par
’absence de la rainure scrobale, par les dents arrondies pré-apicales de la mandibule
et la présence d'une carene épineuse sur 'angle dorsolatéral du pronotum. Il se
distingue d’Eomacropis glaesaria par les longues soies dressées sur le sternite
metasomal et par les denses soies plumeuses sur le mesotarse (Michez et al., 2007Db).

4.3.3. Paleomelitta nigripennis

Ce fossile a été décrit par Engel (2001) comme appartenant a la famille des
Paleomelittidae. Paleomelitta nigripennis présente un mesacoxa completement exposeé,
ce qui le rapproche des Melittidae et le distingue de toutes les autres familles
d’abeilles a langue courte (Michener, 2000). Engel (2001) estime que ce fossile
« pourrait étre considéré comme la sous-famille basale des Melittidae mais cela
rendrait les Melittidae paraphylétiques », et préfere donc «l'élever au rang de
famille ». Sur base de la morphométrie alaire, Paleomelitta nigripennis partage une
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affinité avec Eomacropis glaesaria. 11 semble tres probable que ces deux especes fossiles
forment un groupe monophylétique avec les Macropis.

D’apres la description d’Engel (2001), Paleomelitta nigripennis partage
plusieurs caractéristiques morphologiques avec Eomacropis glaesaria, ce qui renforce
I'hypothese que ces deux taxons soient proches. Ces caractéristiques sont, entre
autres, la présence de la rainure scrobale, le premier article du flagelle plus long que
le deuxieme ; le scutellum surmontant bien le metanotum ; ponctuations du clypéus
et du labrum similaires a celles d’Eomacropis glaesaria ; labrum, front et metanotum
avec soies simples, dispersées, courtes et dressées. En outre, Paleomelitta nigripennis
possede deux cellules cubitales et sa mandibule présente des dents subapicales
prononcées. Ces deux dernieres caractéristiques sont typiques des Macropidini.

Par conséquent, il parait cohérent de procéder a un repositionnement systématique
de Paleomelitta nigripennis, qui serait un nouveau genre fossile de la tribu des
Macropidini, appartenant a la famille des Melittidae.

4.4. Origines multiples des structures adaptées a la collecte d’huile

Trois genres de Melittinae sont connus pour étre collecteurs d’huile (Michez
et al., 2009b). Les structures particulieres permettant la collecte d’huile ont été
décrites chez les genres actuels Macropis et Rediviva et chez le genre fossile
Paleomacropis (Vogel, 1974 ; Michez & Patiny, 2005; Michez et al., 2007b). Ces
adaptations morphologiques ne se retrouvent pas chez les autres genres actuels
(Afrodasypoda, Promelitta, Melitta, Redivivoides) ni chez les deux genres fossiles
(Eomacropis et Paleomelitta). Ces genres se nourrissent -se nourrissaient- probablement
que de nectar et de pollen (Michez & Eardley, 2007 ; Michez et al., 2007c). L’ensemble
des résultats obtenus nous fournissent certains éléments quant aux origines des
structures spécialisées pour la collecte d’huile. En considérant la phylogénie déduite
de nos résultats et en admettant que les phénomenes d’apparitions ou de disparitions
des structures adaptées a la collecte d’huile sont équiprobables, 1'hypothese
d’apparitions indépendantes de ces structures chez les genres Macropis, Paleomacropis
et Rediviva se révele étre plus parcimonieuse que l'hypothese des disparitions
multiples (Fig.25A, B). Effectivement, en supposant que 'ancétre des Melittinae était
collecteur d’huile, cela impliquerait un total de six pas évolutifs, correspondant a six
délétions du caractere (Afrodasypoda, Promelitta, Eomacropis, Paleomelitta, Redivivoides
et Melitta) (Fig.25A). Dans le cas ou l'ancétre des Melittinae n’était pas collecteur
d’huile, I'hypothese impliquerait un total de quatre pas évolutifs : trois apparitions
(Macropis, Paleomacropis et Rediviva) et une délétion (Redivivoides) du caractere
(Fig.25B).
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L’hypothese de l'ancétre non collecteur d'huile et de l'apparition

indépendante des adaptations morphologiques conforte 1'hypothese formulée par

Michez et al. (2009b) et Renner & Schaefer (2010). Le scénario d’apparitions multiples

des structures adaptées a la collecte d’huile chez les Melittidae est cohérent avec ce

que l'on observe chez d’autres groupes d’abeilles. Buchmann (1987) rapporte que le

comportement « collecteur d’huile » existe au moins chez quatre tribus non

apparentées d’Apidae : Centridini, Ctenoplectrini, Exomalopsini et Tetrapediini.
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4.5. Biogéographie des Macropidini

4.5.1. La transition Afrique-Eurasie

Les résultats obtenus nous permettent d’éclaircir en partie I'histoire
biogéographique des Macropidini. Le maximum de diversité générique de la tribu se
situe en Afrique, ce qui suggere que les Macropidini sont vraisemblablement
originaires de ce continent. Cela est cohérent avec les données biogéographiques des
autres Melittidae : la sous-famille des Meganomiinae est restreinte a I’ Afrique, tandis
que la majeure partie des genres et especes des sous-familles Melittinae et
Dasypodainae se retrouvent sur ce méme continent (Michener, 1979). En outre, la
probable origine africaine des abeilles est soutenue par Danforth et al. (2006b).
D’apres la présente phylogénie moléculaire (Fig.19, 20), Afrodasypoda plumipes est le
taxon le plus plésiomorphe de la tribu, ce qui sous-entend que la tribu trouverait son
origine dans le sud de I’Afrique. L’expansion de la tribu vers le nord a probablement
été a l'origine de 'apparition du genre Promelitta, genre que 1'on retrouve au Maroc
et a la frontiere égypto-soudanaise. La tribu a vraisemblablement gagné le bloc
eurasiatique via le détroit de Gibraltar. Le fossile retrouvé dans 1'Oise, Paleomacropis
eocenicus, et appartenant a la tribu des Macropidini date de 53 millions d’années, ce
qui suggere que l'invasion de 1'Eurasie s’est produite antérieurement a cette date. Il
est probable que cette voie d’expansion ait été suivie par d’autres groupes d’abeilles,
tels que les Meliponini (Rasmussen & Cameron, 2010).

4.5.2. Connexions Paléarctique-Néarctique au début du Tertiaire

Bien que la grande partie des disjonctions Néarctique-Paléarctique
s‘explique par l'existence d'une connexion au niveau du détroit de Béring
(Darlington, 1957 ; Andersen, 1993 ; Hines, 2008 ; Praz et al., 2008a), le pont Thuléen
(Fig.26) fut sans doute la connexion la plus utilisée par la faune du Paléarctique
durant le début du Tertiaire (Sanmartin et al., 2001). Cette route joignant les iles
britanniques et le Groenland existait depuis le début du Tertiaire (-60 Ma) et fut
brisée aux environs de — 50 millions d’années (McKenna, 1983). Une autre voie
connectant le Paléarctique et le Néarctique a persisté jusqu'a I'Eocene Supérieur (-39
Ma). Cette voie connectait la Scandinavie et le nord du Groenland. Cependant, la
dispersion via cette route ne concernait que les organismes adaptés a un climat froid.
Cette connexion semble avoir été que tres peu empruntée pour la dispersion de la
faune et de la flore (Sanmartin et al, 2001). Selon la reconstruction
paléogéographique de cette époque, le détroit de Béring se trouvait a proximité du
pole nord, ce qui implique que les conditions climatiques restreignaient sans doute la
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dispersion des organismes non adaptés au froid (Tiffney, 1985). En outre, I'étude de
Sanmartin et al. (2001) indique que le pont du détroit de Béring fut d’importance
mineure en ce qui concerne les migrations intercontinentales de la faune durant
I'Eocéne Inférieur et Moyen. Cependant, les auteurs n’excluent pas d’éventuels
passages durant cette période.

Les connexions trans-paléarctiques ont été empéchées par la Mer de Turgai
depuis le Jurassique Moyen (-180 Ma) jusqu’a 1’Oligocene (-30 Ma) (Sanmartin et al.,
2001).

Figure 26.

Reconstruction paléogéographique de
I'hémisphere nord, au début du Tertiaire
(-50 Ma) d’apreés Sanmartin et al. (2001).
On peut notamment vy observer
I'existence  de  deux  connexions
transatlantiques, le pont thuléen (TH) et
le pont de De Geer (DG). La Mer de
Turgai (TS) divise le Paléarctique.
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4.5.3. Apparition et dispersion du genre Macropis

L’origine géographique des Macropis n’est pas certaine. En regard des
données paléogéographiques et des résultats phylogénétiques obtenus, deux
hypotheses semblent se dessiner.

La premiere situe l'apparition du genre Macropis en Asie du sud-est. Cette
région compte le maximum de diversité générique, avec la présence de trois sous-
genres contre un sous-genre dans I'Ouest-Paléarctique et dans le Néarctique (Michez
& Patiny, 2005). Selon cette hypothese, le proto-Macropis non collecteur d’huile,
probable ancétre commun des Macropis et des fossiles de la Baltique, Eomacropis
glaesaria et Paleomelitta eocenicus, a probablement atteint le Néarctique depuis 1'Ouest-
Paléarctique via le pont Thuléen. Il aurait ensuite atteint 1'est asiatique via le détroit
de Béring. Le sud-est asiatique correspond vraisemblablement a 1'origine
géographique des lysimaques (Hao et al., 2004). Il est probable qu’en présence de
cette ressource alimentaire probablement non-exploitée par les autres Apoides, le
proto-Macropis se soit spécialisé et ait donné naissance au genre Macropis. Cette
hypothese est concordante avec I'idée émise par Vogel (1986) et justifie la grande
diversité de Lysimachia et de Macropis dans le sud-est asiatique. Les Macropis se
seraient alors diversifiées et auraient colonisé le Néarctique et 1'Ouest-Paléarctique
par les mémes voies empruntées par le proto-Macropis (Fig.27). Nos résultats
phylogénétiques excluent 1'hypothese selon laquelle les Macropis se seraient
dispersées dans 1'Ouest-Paléarctique suite a la fermeture de la Mer de Turgai (-30
Ma). En effet, la proximité entre Macropis europaea, européenne, et Macropis ciliata,
américaine, témoigne d’échanges entre 1'Ouest-Paléarctique et le Néarctique via le

pont Thuléen.

Figure 27.

Représentation paléogéographique du
monde durant 1’Eocene. Les fleches
jaunes illustrent les probables voies de
dispersion suivies par les Macropis ainsi
que par une grande partie de la Faune
terrestre. Le trait bleu correspond a la
Mer de Turgai, isolant I’'Europe et 1’Asie
(d’apres Gruber & Micklich, 2007)
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Une autre hypothese pourrait étre que les Macropis soient apparues dans
I'Ouest-paléarctique (Fig.28). Plusieurs données pourraient appuyer cette idée.
Premierement, notre phylogénie montre que Macropis frivaldszkyi est 1'espece la plus
plésiomorphe du genre (pour notre jeu de données). Cette espece présente une
distribution ouest-paléarctique. Ensuite, les résultats de morphométrie géométrique
alaire montrent que les fossiles Paleomelitta nigripennis et Eomacropis eocenicus sont
sans doute les fossiles les plus proches des Macropis connus a ce jour. Or, ces fossiles
proviennent de la Baltique. Enfin, la lysimaque, ressource alimentaire des Macropis,
était sans doute déja présente dans 1'Ouest-Paléarctique durant I’'Eocene, comme le
suggere les graines fossiles découvertes dans le Jutland, au Danemark, et dont la
datation est estimée entre -53 et -28 millions d’années (Renner & Schaefer, 2010).

La grande diversité des Macropis enregistrée dans l'est de 1’Asie pourrait
s’expliquer par la grande diversité de lysimaques dans cette région du Monde. Un
grand nombre de sous genres de Lysimachia sont concentrés dans 1'est de la Chine
(Hu, 1994 ; Hu & Kelso, 1996). D’autre part, la faible diversité des Macropis dans
I'Ouest-Paléarctique peut-étre justifiée par les récents épisodes glaciaires. En effet,
I’Asie renferme un degré de diversité plus élevé que dans les autres régions du
monde pour une grande partie de la faune et de la flore (Sanmartin et al., 2001). C’est
le cas par exemple des papillons Coenonympha (Kodandaramaiah & Wahlberg, 2009).
Tiffney (1985) évoque la possibilité que cette région du Paléarctique ait servie de
refuge glaciaire durant les derniers épisodes de glaciations. Il est connu que les
glaciations du Pleistocene (-2,5 Ma) ont été plus séveres et latitudinalement plus
basses dans le nord de I’Amérique et en Europe qu’en Asie (Pielou, 1979 ; Sanmartin,
2001), ce qui a provoqué un grand taux d’extinctions en Amérique du Nord et en
Europe (Tiffney, 1985).

Quelque soit 'hypothese considérée, le passage des Macropis par le pont
Thuléen implique que ces dernieres sont probablement apparues entre -60 et -50
millions d’années, dates durant lesquelles la connexion géographique s’est
maintenue. De plus, la courte période d’existence de ce pont peut justifier la
diversification rapide des especes de Macropis suggérée par la phylogénie. Enfin, les
résultats montrent que les Macropis américaines sont paraphylétiques, ce qui sous-
entend l'existence de plusieurs migrations successives entre le Néarctique et le
Paléarctique.
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1. Afrodasypoda
2. Promelitta

3. Macropis

A. Paleomacropis (-53 Ma)
B. Eomacropis +
Paleomelitta (-45 Ma)

C. Fossile de Lysimachia
(+/- 41 Ma)

Figure 28. Voies hypothétiques de migrations au sein de la tribu des Macropidini.

4.5. Oligolectisme des Macropis

Nos résultats confirment I'oligolectisme des Macropis. La stratégie
alimentaire des Macropis était fortement suspectée d’apres les observations de terrain
(c.f. Michez & Patiny, 2005). Remarquons que 1'analyse microscopique peut fournir
dans certains cas des résultats inattendus. Le cas du polylectisme des abeilles du
genre Meganomia en est un exemple (Michez et al., 2010).
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5. Conclusion

La forme de l'aile est un critere fiable pour définir la tribu des Macropidini.
Dans ce contexte, la position des fossiles Eomacropis et Paleomacropis au sein des
Macropidini (Michez et al., 2007b, 2009b) est confirmée. En outre, la position
systématique de Paleomelitta nigripennis est discutée. Les éléments obtenus dans cette
étude nous permettent, avec une certaine confiance, d’inclure ce fossile au sein des
Macropidini. Cela implique la mise en synonymie de la famille des Paleomelittidae
créée par Engel (2001).

L’ancétre de Melittinae n’était probablement pas collecteur d’huile. Nos
données semblent indiquer que les structures adaptées a la collecte d’huile sont
apparues indépendamment a trois reprises chez les Melittinae (Paleomacropis,
Macropis et Rediviva) et disparues ponctuellement (Redivivoides). Ces résultats
confirment I'hypothese préalablement émise par Michez et al. (2009b) et Renner &
Schaefer (2010).

Il est fort probable que l'origine des Macropidini se situe au sud de
I’Afrique. La colonisation de I'Holarctique a probablement débuté depuis 1'Ouest-
Paléarctique et s’est propagée successivement dans le Néarctique et 1'Est-
Paléarctique. Il est possible que le genre Macropis soit apparu entre -60 et -50 millions
d’années. L’origine géographique exacte du genre ne peut étre définie, mais il est
vraisemblable qu’elle se situe dans le Paléarctique. Il semble tres plausible que
plusieurs vagues de migrations des Macropis aient eu lieu entre le Paléarctique et le
Néarctique.

L’oligolectisme des Macropis n’est pas remis en cause sur base d’analyses

microscopiques de pelotes scopales.
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6. Perspectives

Plusieurs analyses pourraient venir complémenter ce travail. Il serait tout
d’abord intéressant d’établir une phylogénie morphologique de la tribu basée sur des
caracteres discrets. Cela nous permettrait notamment de lever Ilincertitude
concernant la position exacte de Paleomacropis eocenicus au sein des Macropidini et de
confirmer la monophylie du clade formé par Eomacropis glaesaria, Paleomelitta
nigripennis et les Macropis.

D’autre part, il s’avérerait pertinent d’inclure les especes de Macropis
asiatiques a la phylogénie moléculaire. Cela permettrait de statuer sur 1’origine
exacte du genre au niveau du Paléarctique et d’affiner les hypotheses concernant les

modalités de colonisation de I"'Holarctique.
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