L'abeille Apis mellifera
dans le zone Océan Indien

Quelle(s) sous-espece(s)? Objectif 1
Etat sanitaire de |'abeille ? Objectif 2-3-4
Ecologie de I'abeille ? Objectif 5



Quelle(s) sous-espece dans le zone Ol ?

Objectif 1:

caractériser la diversité génétique
mitochondriale

Theéeses :
Henriette Rasolofoarivao
Co-tutelle Université d’Antanarivo / Cirad

L. Raveloson — B. Reynaud
Co-Encadrement : Delatte / Clémencet

Maéva Técher
Université de la Réunion/ Cirad

B. Reynaud
Co-Encadrement : Delatte / Clémencet

Partenaires :

Madagascar Université d’Antananarivo,
Associations des apiculteurs

Mayotte Inrape

Maurice Ministry of Agroindustry and
Food Security

Rodrigues Agricultural
Service/Rodrigues Regional Assembly

Seychelles seychelles Agricultural
Agency



La diversité génétique de I'abeille Apis mellifera dans le monde
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- A. mellifera est endémique d’Afrique et d’Europe

(Whitfield et al. 2006; Han et al. 2012)

- 5 lignées évolutives (Ruttner 1988, Garnery et al. 1998)

- Au sein de I'espece, 29 sous-especes (races) décrites

=>» # morphologie, génétique, comportement,...

- Sud-Ouest de I'Océan Indien? A priori lignée A

mais introductions multiples sur plusieurs iles



Etudier la diversité génétique de I'abeille dans le Sud-Ouest de I'O.1.
Co-financements : CIOM APITROP, Région Réunion, CIRAD

1) Quelles sont les lignées évolutives maternelles

présentes sur les populations insulaires du SWI0?

2) Quelles sont les sous-especes détectées?

§¥ MARQUEUR MITOCHONDRIAL Garnery etal. (1993)

Région intergénique COI - COII (Dra I + Séquencage)

- Etude de la diversité génétique mitochondriale au travers des haplotypes détectés

- Comparaison et blast des # haplotypes sur GENBANK



Echantillonnage des colonies d’abeilles sur les différentes iles

La Réunion

2075 colonies d’abeilles
68 Apiculteurs
O 106 sites

Maurice
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O
(@]
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355 colonies d’abeilles
14 Apiculteurs + Gvt
O 25ssites

Rodrigues

524 colonies d’abeilles
15 Apiculteurs + Gvt
O 20 sites



Echantillonnage des colonies d’abeilles sur les différentes iles

Les Seychelles Grande Comores
o 30 abeilles
70 % % o 10 sites
O ®
O 44
72
S °
O O
O
e Mayotte

186 colonies d’abeilles _
10 colonies

15 Apiculteurs + 11 sauvages

O 29 sites



Echantillonnage des colonies d’abeilles sur les différentes iles
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Madagascar ° o
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Resultats




Résultats de la détection des # haplotypes avec le test Dra I (PCR-RFLP):

C1
A1? (C2? A4? M3? PS5

- 3 tailles de séquences COI-COII
détectées entre 500 et 800 pb

- 5 types de profils de restrictions
Dra I détectés



Répartition des haplotypes
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Réunion
(n=2075)

OHaplotype A1 (Séq. PoQ)

B Haplotype C1 - C2 (Séq. Q)

B Séq. PoQQ
B A refaire
2984
Total (n = 3913)
2%
42%J
Maurice
(n =355)

12% __

Rodrigues
(n =524)

0.4%
Madagascar A4

(n=743)

99.6%

Comores
¥ (n=30)

97%

Seychelles
(n=186) ~



Alignement de 798 séquences exploitables sous MEGA 5.1:
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Résultats des séquencages de la région intergénique COI-COII

Séquences de type PoQ = Haplotype Al

Lignée Africaine




Résultats des séquencages

N sed. Ala Alb Alc Ald Ale Al f Al Al Al k A1l
LaRéunion 161 |84| |1 ]
Maurice 188 | 100 1 1
Rodrigues 278
Seychelles 89 86 E
Comores 29 | 15 | 3
Centrafrique 5 |4_
Madagascar 48 44 1 1 1
798 2’ 1 1 1 4 3 3 1 1 1

- 12 haplotypes # pour le méme profil de restriction A1 (mutations non ambigués)

=» Aucun n’est référencé dans la base GENBANK (Blast identité 99% A1)

- Al_a unicolor (Madagascar) présent a La Réunion, Maurice, Seychelles et Comores

- Toutes les iles et pays présentant le profil A1 ont au moins un haplotype privé



Résultats du Blast des séquences // données mondiale (GENBANK)

A. mellifera A26d (USA) GU326336.1(2)
—“’ A mellifera A26b (USA) FJ743641.1
Centrafrique 2 PoQQ

A. mellifera scutellata A4 (Afrigue) FJ477987.1
A. maellifera adansonil Alc (Afrgua) FJ4TTO8E.1

Reunion 1132 (2012) A1-b

A, mellifera iberiensis A1b (Afrique) FJ4TT985.1
A. mellifera intermissa Ala (Afrique) FJ4TT984 .1
A. mellifera litorea A27 (Afrigue) FJ4TT983.1 + proche des Al des sous-

Centrafrioue 1 Al-e

Maurice 183 A1-d especes africaines

(A. m. litorea, intermissa)

8 haplotypes tres proches

>. de Al_a

Apis mellifera unicolor
Comores M1 ATl

Seychelles 31 Al
Madagascar Ho28 Al-k







Résultats des séquencages

N (g Cla Clb C2a C2b C2c C2d
La Réunion 161 30 8 23 14
Maurice 188 17 65
Rodrigues 278 226 2 50
Seychelles 89
Comores 29
Centrafrique 5
ot s
798 243 2 145 8 23 14

- Présence de la lignée C uniquement a Maurice, Rodrigues et La Réunion

- 6 haplotypes # pour le méme profil de restriction C1/C2 (mutations non ambigués)

=>» Seule C1_b non identifié a plus de 99% pour 100% (Query Cover) dans Genbank
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Résultats du Blast des séquences // données mondiale (GENBANK)

N

A. melifera carneca (Cores ) GLET9499 .1
A, melifera C11 (Turguie) FJOITTTE 1

A. meliifara C2j (Canaries) JF 723978 1

A. mallifera 49.11 (Argentine) JO582432.1

A mallifara 6.6 (Arganting) JOS82431.1

Feunson 582 (2012 C

Reunson 592 (2013) G

Fleunion 423 {2013 C2-4

Raurion 878 (2012) C2-d

A. mellifera C2e (Serbie) JAOTTTOZ.A
A mellifera C2d (Cananes) JFT23877.1

A, mellifera carnica C2q (Roumania) HM117805.1

C2_a,cetd 100%
> identiques a des

séquences A. m. carnica

A, mellifara C12 (Turguia) FJOITTTT.A -
A mellifera C2z JOTS54848 1
54 | A mellifera C2c (Canarnes) JFT23976.1

~

A mallifera Cla (Sarbee) JOO9TTES9.1
A mallifera 282 (Argentine ) JO582433.1
A_ mellifera ligustica (Coree ) GUETI501 1
A_mallilera caucasica (Cores) GLUSTS500 1

A mellifera hgustica C1 (Europe) FJ4TB0M0.1

A. m. carnica tres

proche d’A. m. ligustica

C1_.a100% et C1_b 99%
- identiques a des

séquences A. m. ligustica

A melifera C1 (Bresil-Ureguay) EF033655.1 .
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Résultats préliminaires sur les séquences

99% a M3

A. m. mellifera

|A. mipdlifera M3 (USA) FJIT43636 1
A melifera Md (USA) FJT43637 1

5
A melifera mallilera Mdg (Europe) KF2T4630. 1

- : Raunion 411 (2012) Md-3 b
. I -J:l L (20121 h4-5a 1000/0 a M4.m
) A malkfara malifera M4m (Europe ) KFZT4636 .1
= Madagascar Tgd2 Al y
. =T e A2 (USA GRS A. m. mellifera
'] T4I641 1

A melifera scutellata Ad (Afngue) FJ4TTO8T 1

A melifera adansons A (Afngue) FJd4 7 7986 1 990/0 é A4-
e

L - A malifera ibaransis A1 (Afngues) FJ47 TS 1

A. m. scutellata

4"{ 99% (99%)
. A. mellifera O5 (USA) FJ743633.1
== o ‘|A_ mellifera OSa (Libye) EUT85974.1 Lignée O

A_mellifera O5b (Libye) ELU7BA9TS.1
A_mellifera O5c (Libye) ELU7BA9TE 1

LT
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Résumé de la diversité génétique ADN mitochondrial:

- Au moins 3 lignées sont présentes dans la Sud-Ouest de I'O.1L.

-Lignée A présente et majoritaire dans la zone (excepté Rodrigues)

Lignée 0 ¥ =» 8 haplotypes A1l indicateurs d’ A. m. unicolor

15




Résumé de la diversité génétique ADN mitochondrial:

= S - Lignée C présente dans I'archipel des Mascareignes

=>» A. m. carnica sur les 3 et A. m. ligustica a Maurice et Rodrigues

— - Lignée M présente a La Réunion et a Maurice

Lignée 0 ¥=== | => A. m. mellifera (Garnery et al. 2013)

et
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Etat sanitaire
d’Apis m. unicolor a Madagascar ?
Objectif 2-3-4

Partenaires :

Université d’Antananarivo, Associations des
apiculteurs

These : Henriette Rasolofoarivao

Co-tutelle Université d’Antanarivo / Cirad

L. Raveloson — B. Reynaud
Co-Encadrement : Delatte / Clémencet



Arrivée de |'acarien Varroa destructor
a Madagascar |

2010 1?

DSV

Etroitement associé au syndrome « d’effondrement des
colonies » (CDD) (Le Conte et al., 2010)

=> Menace pour |'apiculture et indirectement la biodiversité
dans le zone Ol



Ecto-parasite obligatoire du genre Apis

o Pour se reproduire : Ponte des ceufs et accouplement des les
cellules de couvain

0 Pour se nourrir : pompent les réserves dans les loges et
sucent I’hémolymphe des larves, pupes, et adultes

0 Pour se disperser : via les ouvrieres, males ou reines
parasités

Reproduction ——— Survie —————  Dispersion

N~ -~




Effets pathogenes du varroa

e Directs => action spoliatrice

* Indirects => viag la transmission et activation de virus



Effets pathogenes directs

Rosenkranz et al., 2010

e Action spoliatrice des ressources de la colonie

Larves Ouvriéres adultes Males

- moins nombreux,

- mortalité plus élevée - poids faible (-30%) _ :
- parfois infertiles

- durée de vie plus courte (50%)
- probabilité de retour
a la colonie plus faible ...

=> Affaiblissement général de la ruche



Effets pathogenes indirects

Genersch and Aubert, 2010

Action vectrice de virus

Transmission de virus dans I’'hémolymphe

Activation de virus déja présents

Indirectement par affaiblissement général du systeme immunitaire

Malformations Paralysie Couvain malade
DWV IAPV, KBV, APV, CBPV SBYV, BQCV ...



Varroa destructor : origine

Andersen & Trueman, 2000

e Hote naturel => Apis cerana (abeille asiatique)



Varroa destructor : expansion mondiale

Andersen & Trueman, 2000

e Hote naturel => Apis cerana

197}967 1949

1987
o {\

1957
1972
- |
1971 20 2009-10 !

1997
2000

De Jong et al 1984; Needham 1988; Matheson 1995



Varroa destructor : 2 lignées invasives

Navajas et al., 2010

Type K

Asie @
18 lignées
sur Apis cerana Type J

... seulement 2 lignées sur Apis mellifera



Etat sanitaire de I'abeille a Madagascar ?

2010
(DSV)

Objectif 2 :
Avancée du varroa, impact ?
Lignée et diversité génétique de V. destructor ?

Objectif 3 :
Comportement hygiénique d’A. m. unicolor ?
Variabilité de la tolérance des colonies ?

Objectif 4 :

Diversité des virus de I'abeille (zones infestées
ou non) ?



Objectif 2

Distribution de V. destructor a Madagascar

Aout 2011 - février 2012
30 districts - 119 sites visités
691 colonies inspectées

Y% 2010 : 4 districts infestés (DSV)

2012 :
A 5 nouveaux districts infestés
A sitesindemnes

—> Distribution limitée rayon 80 km
= Vitesse de propagation
« relativement » lente

. 18
Rasolofoarivao et al, 2013



Objectif 2

Impact sur les colonies

Janvier 2011 |
4 ruchés infestés Janvier 2012
1 rucher indemne 5 ruchers infestés
73 colonies 28 colonies

X % Xx)(

=> Perte de 60 % des colonies

. 33
Rasolofoarivao et al, 2013



Objectif 2
|dentification lignée(s) introduite(s):
diversité génétique mitochondriale ?

i Séquengage de la région inter-génique COl- COll 467pb Amorces COXF-COXR (Anderson and Fuchs
,1998)

= 1 seul haplotype

, détecté

13 acariens

100% concordant
lignee K

Neighbour-joining phylogenetic tree, 2000 bootstraps

34
Rasolofoarivao et al, 2013



Objectif 2

Introduction(s) unique ou multiples
diversité genétique nucléaire ?

e Génotypage pour 12 marqueurs microsatellites (evansetal 2000, solignac et al, 2003 )

Echantillonnage réalisé en 2013
7 districts, 190 colonies, 496 varroas

Analyse, rédaction et diffusion des résultats prévus pour 2014-2105
=>ePRPV 3

35



Objectif 2, bilan ePRPV?2

Restitution des résultats a Madagascar en presence :

- Ministére de l'agriculture (DPV), ministere de I'apiculture
-Organisations apicoles (Fenam, BEEFORM)
-Scientifiques Université Antananarivo

36



Objectif 3 :
Evaluation du comportement hygiénique

Capacité des ouvriéres a détecter et nettoyer le couvain mort / malade
(Rothenbuhler WC, 1964)

Corrélé a la tolérance des colonies au varroa et autres pathogenes
(logue américaine...) (Spivak et al. 1996, 1998, 2001)

Trait variable et héritable => critere de sélection des colonies dans les
pays infestés (Spivak et al. 1995, Harbo et al. 1999)

—> Détecter les colonies a fort potentiel de tolérance dans les zones
encore non infestées par V. destructor

37



Objectif 3
Evaluation du comportement
hygiénique d’Apis m. unicolor

1 : Mise en place et optimisation du protocole

2 : Réalisation des tests dans 3 régions (Morondava, Ambositra et Fianarantsoa)

3 : Formation aux apiculteurs



Objectif 3

Evaluation du comportement hygiénique :
choix et mise au point de la méthode

e Méthode retenue a Madagascar : le « Pin test » (Espinosa-Montafio, 2008)

- Tres peu couteux

- Faible technicité

- Rapide

=> Réalisable par les apiculteurs eux mémes

e Mise au point du protocole réalisée en 2013 a Antananarivo

3 ruchers, 10 colonies/rucher, comptage a +4h, +6h
+6h retenue maximise la variabilité des réponses entre colonies

T=0 T=4h T=6h



Objectif 3

Evaluation du comportement hygiénique :
étude de la variabilité dans 3 régions non infestées

» 3reégions : tests en cours 2013-2015
en lien avec les organisations apicoles des régions concernées

10 ruchers / région
10 colonies / ruchers
+ repétition a 15 jours  => 600 tests 1

« Formation des apiculteurs : 2013-2015

Obtention, analyse, rédaction, restitution des

résultats & formation des apiculteurs
=> ePRPV 3




Objectif 4
Virus associés a V. destructor ?

41



Virus associés (perspectives)

= Virus a tester:

v' ABPV = Acute Bee Paralysis Virus
BQCV = Black Queen Cell Virus
CBPV = Chronic Bee Paralysis Virus
DWYV = Deformed Wing Virus
IAPV = Israeli Acute Paralysis Virus
KBV = Kashmir Bee Virus
SBV = Sacbrood Bee Virus

AN N N NN

AN

EF-1a = témoin positif de la qualité des cDNA synthétisés.

e Echantillonnage d’abeilles en 2011, 2012, et 2013 sur 83 ruchers
géographiguement réparti sur 8 régions, 14 districts et 38 sites.



ECOLOGIE DE LUABEILLE

Objectif 5
Création d’'une banque de pollens de
I’"Océan Indien



Méthodes préconisées

*Etude des pollens :

— Pollen acétolysé (ERDTMAN, 1952).

— Etude morphologique des pollens au microscope photonique
(Mph):
* |a forme et la symétrie du grain de pollen,
les dimensions )
les apertures. -

les caractéres de I’ exine: structure et sculpture

[ e qustonsle e

la biométrie. S Y N

nnnnnnnn

llllllll



Exemple de description

o Albizzia lebbek (FABACEAE)

Symétrie et forme : polyade, formé par 16 monades, elliptique
subcarée en vue de face, elliptique en vue de profil

Dimensions : Grand axe (D) : 69 um (60 um a 78um) ; Petit axe (d) :
49um (46pum a 52um)

Apertures : complexe, chague monade comporte 4 pores distaux et
sillons parasyncolpées

Exine : tectée, lisse. Epaisseur totale de l'exine : 1 um environ.
Structure de I'exine indistinct.

Vue de face Vue de profil



Image assemblée

I[pomea obscura
Convolvulaceae
Petit liseron



Image assemblée

Strobilanthes hamiltonianus
Acanthaceae
Califon



Construire le portrait-robot du pollen a identifier

Le schéma d'un grain de pollen théorique
Tous les caracteres descriptibles : (la taille, la forme, le nombre et la forme des
apertures (pores et sillons) et I'architecture de la membrane externe (exine).)

L'utilisateur est libre du choix des caracteres a décrire.



A chaque étape de l'identification, un coefficient de similitude est calculé pour toutes
les espéces connues par le logiciel. Elles sont alors triées par ordre décroissant de
similitude (bouton résultats).

J14 - EONIDNAIAMUS CATGIOPELaus
91% - Gymnacranthera canarica
91% - Knema attenuata

91% - Leptonychia moacurroides
91% - Michelia nilagirica

91% - Myristica dactyloides

91% - Pinanga dicksonii

91% - Syzygium densiflorum

82% - Actephila excelsa

82% - Aegiceras corniculatum
82% - Aglaia elaeagnoidea

82% - Agrostistachys meeboldii
82% - Apodytes di
82% - Ardisia rho ea

82% - Artocarpus heterophyllus
82% - Atalantia wightii

82% - Baccaurea courtallensis

82% - Bambusa arundinacea

82% - Baniingtonia racemosa

82% - Baul racemosa

82% - Bhesa indica

82% - Bischolia javanica

82% - Blachia denudata

82% - Blepharistemma membranifolium
82% - Bruguiera gymnorhiza

82% - Calophyllum apetalum

82% - Canarium strictum

82% - Capparis stylosa

82% - Carallia brachiata

82% - Careya arborea

82% - Casearia ovata

82% - Celtis tetrandra

82% - Ceriops decandra

82% - Chiysophyllum lanceolatum
82% - Clausena indica

82% - Clerodendrum viscosum

82% - Croton type

82% - Cullenia exarillata

Remark : A eurypalynous gems characterised by four pollen types.
On the basis of endoaperture type and aperture mumber and pollen size, four pollen tvpes can be distinguished [Kuijit, J. & Van der Ham, R'W. (1997: Table 2)].

Tentative Pollen

Typification :

Alstonia type X.

References (Generic Palynology) :

LM (micrographs) of Alsfonia in Guinet, Ph. 1962; SEM (microgaph) of 4. scholaris (fig. 10) along with those of other species of Alstonia in Kurjit, J. & Van der Ham, R W. (1997: figs. 1-12).
Origin of the specimen studied :

Tamil Naw Nilgmis. Eastern slope toward 1200m. Ph. Guinet. 27.04.1961. HIFP. Pollen Skde N°: IFP 689.
Ecology & Taxonomy :

A large evergreen tree.

Both in deciduous and evergreen forests up to 700m from the plain up to 1100m: in dense deciduous wet forests.
Leaf ustration: Pascal. J-P. & Ramesh. BR_ (1987). fig. 32

Generic description and specific key in Flora of Madras: p. 569 (Gamble, J.S., 1967).

Distribution of Alstronia scholaris :

Northern Circars, not very common.

Deccan; Western Ghats: in all Districts.
South India especially Western Ghats.




Questions ?




