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Graphosoma lineatum (L., 1758) et G. italicum (O.F. Miiller, 1766),

deux especes valides et distinctes, probablement issues
de la transgression zancléenne méditerranéenne
(Hemiptera Pentatomidae)

Roland LUPOLI

79 rue Jules-Ferry, F-94120 Fontenay-sous-Bois,
lupoli@free.fr

Résumé. — La comparaison des séquences du géne mitochondrial COI confirme que Graphosoma italicum

est une espece valide et distincte de Graphosoma lineatum. G. lineatum est une espéce plus éloignée
génétiquement de G. italicum que de 'espece asiatique bien caractérisée Graphosoma rubrolineatum. La
répartition de G. lineatum est limitée a I'Afrique du Nord et  la Sicile. G. italicum est présent partout
ailleurs en Europe jusqu'au Moyen-Orient. Deux nouvelles sous-especes, caractérisées par la couleur
de leurs pattes et leur répartition géographique, sont désignées : G. italicum sardiniensis n. ssp. est
uniquement présente en Sardaigne et G. lineatum siciliensis n. ssp. est uniquement présente en Sicile
et probablement & Malte. Une hypothese pour expliquer la séparation de G. lineatum et G. italicum
est proposée : elle serait liée A la transgression zancléenne qui a succédé la crise messinienne, isolant
I'Afrique du Nord de I'Espagne depuis 5,3 millions d’années. La formation des sous-espéces serait
associée a des invasions par des jonctions terrestres temporaires entre les iles méditerranéennes et les
continents ayant eu lieu depuis, a la suite de baisses du niveau de la mer pendant des périodes glaciaires.

Summary. — Sequence comparison of mitochondrial gene COI confirms that Graphosoma italicum is a valid

and distinct species from Graphosoma lineatum. G. lineatum is a more genetically distant species from
G. italicum than the well characterized Asian species Graphosoma rubrolineatum. The distribution
of G. lineatum is limited to North Africa and Sicily. G. italicum is present elsewhere in Europe to
the Middle East. Two new subspecies, characterized by the color of their legs and their geographical
distribution are designated: G. italicum sardiniensis n. ssp. is only present in Sardinia and G. linearum
siciliensis n. ssp. is present only in Sicily and probably Malta. A hypothesis to explain the separation
of G. lineatum and G. italicum is proposed: it would be linked to the zanclean transgression that
followed the Messinian crisis, isolating North Africa from Spain for 5.3 million years. The formation
of subspecies would be associated with invasions by temporary land connections between the
Mediterranean islands and continents that have occurred since then, following declines of sea level
during some glacial periods.

Keywords. — Mitochondrial DNA, Cytochrome oxydase, COI, Barcoding, Graphosoma italicum, lineatum,

semipunctatum, rubrolineatum, Messinian crisis, Mediterranean sea, sampling, Germany, France,
Corsica, Spain, Morocco, Algeria, Italy, Sardinia, Sicily, Greece, Crete, Turkey, Lebanon, Armenia, Iran.

Introduction

Les Pentatomidae du genre Graphosoma Laporte
de Castelnau, 1833 appartiennent a la sous-famille
des Podopinae et se développent uniquement
sur les graines d’Apiaceae plus communément
appelées ombelliféres [Lurorr, 1994]. Les
adultes de ces especes ont des motifs de couleurs
aposématiques caractéristiques constitués d’une
alternance de lignes noires longitudinales sur
leur face dorsale rouge-orangée (Figure 3). A
linverse des adultes, les larves de ces especes
sont brunes et cryptiques pour rester cachées
sur leur substrat [LuroL1 & DUSOULIER, 2015].

Le genre Graphosoma comprend dix espéces
uniquement paléarctiques [PERricarT, 2010].
A I'Ouest de la zone paléarctique, deux espéces
morphologiquement proches ont été décrites :
Graphosoma lineatum (L., 1758) puis Graphosoma
italicum (O.E Miiller, 1766). La validité de G.
italicum a été remise en question et son statut a
été, et reste encore, controversé.

G. lineatum a été décrit par LINNE [1758]
d’Afrique du Nord, que 'on nommait 3 cette
époque « Mauritania » et plus précisément
d’Algérie. Le lectotype de cette espéce a été
désigné et il est conservé 4 la Linnean Society of
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London (LSL) [DusouLier & Lurour, 2015].
G. italicum a été décrit par MULLER [1766]
d’Ttalie, dans les environs de Turin, et le type est
considéré comme perdu [RIDER, 2000].

Plus d’un siécle aprés ces descriptions,
Puron [1881] considére que G. italicum est
synonyme de G. lineatum. HorvAra [1909]
dans sa révision du genre considére 4 nouveau
G. italicum comme une espéce valide, ainsi que
VipaL [1950]. WaGNER [1956] reprend lavis
de Puton et met en synonymie G. italicum en
montrant qu'il existe un gradient continu dans
les caracteres morphologiques, essentiellement
la couleur des pattes, d’'un taxon a l'autre en
descendantverslesud. SticHEL [1960] réhabilite
ce taxon en lui attribuant le rang de sous-espece
G. lineatum italicum comme SERVADEI [1967].
La plupart des atlas et inventaires des Insectes
et Punaises d’Europe, considérent qu'il n'existe
que la seule espece G. lineatum [PERRIER, 19355
Kis, 1984; SAUER, 1996]. Toutefois VILLIERS
[1945] maintient G. italicum y compris dans
ses rééditions. CHINERY apres avoir nommé
Pespeéce G. italicum dans I'édition de son guide
en 1986 [CHINERY, 1986] renomme le méme
dessin G. lineatum dans son édition de 2012
[CHINERY, 2012]. Leraur [2003] emploie
G. italicum dans son guide bien que I'exemplaire
photographié provienne d’Afrique du Nord
et possede les caractéristiques de G. lineatum.
Riper [2006] dans le Catalogue of the
Heteroptera of the Palaearctic Region considére
que G. italicum est synonyme de G. lineatum.
DusouLlEr & Lurorr [2000] proposent de
revenir 2 la position d’'HorvAra [1909] car :
« G. italicum ne se trouve pas en Afrique du
Nord et G. lineatum ne se rencontre pas en
Espagne. Par contre, elles sont sympatriques
sur les Apiaceae dans le Sud de I'ltalie ol
aucun spécimen ne présente de caractéres
intermédiaires; cela montre qu’il s'agit bien de
deux espéces distinctes ». CARAPEZZA & JINDRA
[2008] considérent comme WAGNER [1956]
que le taxon #talicum est une simple variété de
G. lineatum et inversent malencontreusement
dans leur article les photos des deux formes.
Dans sa faune ouest-paléarctique des Podopinae,
PéricarT [2010] conserve le statut de sous-
espéces car il existe d’aprés lui des individus
d’aspect intermédiaire entre les deux taxons.
Dans le supplément (volume 6) de mise & jour

du Catalogue of the Heteroptera of the Palaearctic
Region de 2006 [Aukema et al., 2013], les
arguments de DusouLiEr & Lurorr [2000]
et de PERICART [2010] sont rejetés et ceux de
WAGNER [1950] repris, pour ne considérer
quune seule espéce valide : G. lineatum.

DusouLier & Lurorr [2015] reviennent
alors sur les arguments de WAGNER [1956].
Celui-ci compare dans son étude des
exemplaires provenant d’Europe du Nord
(Allemagne, Ukraine), du Sud de la France, du
Sud de I'Ttalie (sans précision de localités), de
Sicile et d’Afrique du Nord (Maroc, Tunisie).
Aucun spécimen de Corse, Sardaigne, Espagne,
Grece, Turquie, Proche-Orient, n’a toutefois été
examiné. DUsoOULIER & LuroLr [2015] n'ont
pas pu confirmer lexistence d’une série de
transition clinale de caractéres morphologiques
entre les deux taxons, en consultant plusieurs
centaines de spécimens, ni de populations
comprenant les deux taxons, et n‘ont observé
que des G. izalicum du nord au sud de I'Espagne
et de la Grece, jusqu’a des latitudes retrouvées
en Afrique du Nord ou en Sicile. Ils ont observé
uniquement des G. /lineatum en Afrique du
Nord et en Sardaigne.

La comparaison de séquences d’un fragment
d’ADN mitochondrial codant pourlasous-unité
I de la cytochrome oxydase (ADNmt COI) ou
barcoding, est une méthode particuli¢rement
efficace pour savoir si deux taxons
morphologiquement proches appartiennent ou
non a la méme espéce, comme cela a été montré
dans le genre Carpocoris Kolenati, 1846 [LuroL1
etal,2013].

Jai donc entrepris un échantillonnage de
Graphosoma dans plusieurs pays pour faire
des analyses moléculaires, dans le but de
savoir si le taxon G. italicum est valide, et le
cas échéant comment se distribuent les deux
taxons et pourquoi ? Dans un premier temps et
avant d’analyser les résultats moléculaires, jai
considéré « G. lineatum » (avec des guillemets)
comme un taxon unique. J’ai également comparé
les séquences obtenues aux séquences existantes
connues de G. lineatum, et a celles de deux
autres espéces de Graphosoma bien définies et
parfaitement identifiables morphologiquement :
Graphosoma  semipunctatum  (E,  1775) et
Graphosoma rubrolineatum (Westwood, 1837).
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Matériels et méthodes

Jai  échantillonné  dans  plusieurs  pays
34 spécimens de Graphosoma dont 29
« G. lineatum », numérotés de 6 a 35 (Annexe A),
ainsi que quatre spécimens de G. semipunctarum
(Gst A Gs4, Annexe A). Les prélevements des
échantillons ont été faits directement sur le
terrain dans des tubes Eppendorf de 2 ml
remplis d’éthanol & 95 %, ou sur des individus
secs conservés en collection. Tous les spécimens
ont été conservés.

Lextraction d’ADN  total de chaque
échantillon a écé réalisée A partir d’une patte
de chaque spécimen avec le kit Qiagen®
DNeasy Blood & Tissue (référence 69504).
Lamplification par PCR (Polymerase Chain
Reaction) a été décrite par Lurott ez al. [2013] :
amorces LCO = TTTCAACWAATCATAAAGATATTGG
et HCO = TAAACTTCWGGRTGWCCAAARAATCA
(avecw=AOUT, et R = A OU G).

Jai tenté d’extraire et d’amplifier d’autres
échantillons secs conservés en collection sans
succes. Au final, I'amplification a fonctionné
pour moins d’'un tiers de ces échantillons.
Léthanol dénature instantanément les enzymes
de dégradation de I'ADN présentes dans
insecte au moment de sa collecte et permet
ainsi de mieux préserver son ADN. Selon
la méthode de séchage initiale des insectes
conservés & sec en collection, PADN sera plus ou
moins dégradé, car Cest la présence prolongée
d’eau qui permet aux enzymes d’agir. CADN
dans un échantillon peut étre stable pendant
des milliers d’années, comme cela a été montré
dans des ossements de 'Homme de Neandertal
par exemple [PA&BO, 2015]. Ce sont donc les
conditions initiales de fixation de TADN ou de
conservation stérile et au sec aprés la mort de
individu qui sont importantes pour maintenir
I'intégrité de TADN de spécimens de collection.
En modifiant les conditions d’extraction, pour
des échantillons secs récalcitrants, avec le
« Museum Extraction Protocol » de Qiagen, j’ai
obtenu parfois en faible quantité des fragments
d’ADN de tailles différentes avec des séquences
incohérentes correspondant vraisemblablement
A des contaminations bactériennes. Et méme
lorsque le fragment amplifié a la bonne taille,
sil nest pas de bonne qualité, cela peut parfois
interférer avec le séquencage et ne permettre

quune lecture partielle de la séquence comme
cela a été le cas avec les échantillons 10, 29 et
34. THOMSEN ¢t al. [2009] montrent qu’il est
toujours possible d’amplifier des fragments
a partir de spécimens d’insectes conservés en
muséum, mais ces fragments sont cassés et donc
plus courts (entre 70 et 200 bases). La solution
consisterait peut-étre & amplifier par PCR de
plus petits fragments ’ADNmt en créant
des amorces intermédiaires. La technique de
pyroséquengage permet justement de gérer
des ADN fragmentés chevauchant que l'on
réassocie ensuite informatiquement. Cela a
permis de séquencer avec succes des génomes
entiers & partir ADN anciens tres fragmentés
[PiiBo, 2015]. A lavenir, cette technique sera
utilisée en routine y compris pour des projets
comme celui-ci, étant donné son faible cofit
relatif qui ne fait que baisser.

Les séquengages ont été accomplis dans cette
étude selon la méthode de Sanger et dans un
seul sens de lecture par la société de services
GATC Biotech® (Constance, Allemagne). Le
séquencage dans les deux sens de lecture selon
cette méthode permet de corriger d’éventuelles
erreurs de lecture du séquenceur surtout
en début et fin de séquence. Toutefois, jai
préféré dans cette étude préliminaire, pour
des raisons de colt, privilégier le nombre
d’échantillons séquencés, plutét quun double
séquencage de chaque échantillon. Les erreurs
ont été minimisées en ne tenant pas compte
des bases douteuses par l'analyse de chaque
chromatogramme de séquencage. Cette méme
méthode (PCR et séquengage) que jutilise en
routine sur d’autres échantillons permet de lire
généralement plus de 1 0oo bases dans un seul
sens avant d’observer des ambiguités de lecture.
Les résultats obtenus (Annexe A) montrent
d’ailleurs des individus possédant des séquences
identiques a celles qui avaient été obtenues par
d'autres chercheurs auparavant et ce, malgré
toutes les conditions qui peuvent varier a
toutes les étapes d’extraction, de purification
et de séquengage, ce qui montre une certaine
robustesse de cette méthode.

Jai utilisé également onze séquences publiées
dans la base de données GenBank® (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ consultée le
12/07/2016) pour les comparer aux miennes,
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dont sept séquences de « G. lineatum » provenant
d’Allemagne [RauPAcH ez al., 2014] (n® 1, 2a,
2b, 3a, 3b, 4, 5, Annexe A), une de « G. lineatum »
provenant d’Iran [KaramMIPOUR er al, 2010]
(n° 36, Annexe A), deux de G. rubrolineatum
provenant de Corée du Sud [CHo ez al., 2013;
JuNG et al., 2011] (GRr et GR2, Annexe A), et
également une de Dolycoris baccarum provenant
d’Allemagne  (n°  d’accession ~ GenBank*®
KM022809) [RaUPACH ez al., 2014] pour servir de
groupe externe (outgroup) au genre Graphosoma
dans l'analyse. Au total, 45 séquences ’ ADNmt
COI ont donc été comparées dans cette étude,
dont 38 spécimens de « G. lineatum ». Les
36 localisations ouest-paléarctiques de ces
échantillons sont présentées en Figure 1.

Jai choisi une séquence référence de 658
bases nucléiques (échantillon 1 = référence 1)
(Annexes A et B) pour numéroter toutes les
bases nucléiques (a = adénine, T = thymine, G =
guanine, € = cytosine) de cet ADN et pouvoir
comparer les séquences de tous les échantillons
a4 chaque position, aprés alignement avec
le logiciel ClustalW2™ (séquence en lettres
minuscules, Annexe B). Les modifications de
chaque séquence par rapport a la séquence de
référence 1 ont été notées en Annexe A de la
fagon suivante : la premicére lettre correspond
A la base nucléique de la séquence de référence

1, elle est suivie du numéro de sa position (1 &
658), lui-méme suivi d’une lettre qui correspond
a la nouvelle base nucléique dans la séquence
comparée. Par exemple c340T indique une
modification de ¢ en T par rapport 2 la référence
1 dans cet échantillon 2 la position 340.

Une analyse phylogénique de l'ensemble
des 45 séquences alignées a été réalisée avec
le logiciel Mega 6.06™ selon la méthode
Maximum Likelihood avec 1 0oo réplications
de bootstrapping [LuroLr ez al., 2013].

Résultats

Les spécimens de « G. lineatum » provenant
d’Afrique du Nord (échantillons 13 et 14) et
ceux provenant de Sardaigne (échantillons
15, 16, 17 et 18), ainsi que tous ceux que jai
pu observer de ces deux régions, ont tous les
pattes globalement rouges. Les autres ont tous
les pattes globalement noires (Figures 3a, 3¢ et
3f) [LuroLt & DusoULIER, 2015]. Par pattes
globalement rouges, je veux dire quen vue
dorsale, on peut attribuer aux fémurs et aux
tibias une teinte claire de couleur rouge-orangée
au premier coup d’ceil (Figures 3b et 3d) comme
chez G. semipunctarum (Figure 3c). Des taches
ou des spots noirs peuvent étre présents sur
les fémurs et tibias, mais ils n'impactent pas la

Figure 1. — Carte de la région ouest-paléarctique présentant les 36 prélevements de « Graphosoma lineatum »
réalisés pour séquencer le géne COI de leur ADN mitochondrial (Annexe A). Aprés analyse et comparaison
des séquences, les cercles représentent finalement des Graphosoma italicum (sauf le point 36 qui est un
Graphosoma indéterminé) et les triangles des Graphosoma lineatum.
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couleur claire globale rouge-orangée des pattes
en vue dorsale. Jdem pour ce que jappelle des
pattes globalement noires, avec des taches rouge
sombre variables mais qui nimpactent pas la
couleur globale noire ou sombre des pattes.
La couleur globale des pattes permet donc de
séparer deux clades de « G. lineatum », I'un
provenant d’Afrique du Nord et de Sardaigne et
lautre provenant de toutes les autres régions de
la zone ouest-paléarctique. De plus, les individus
appartenant au premier clade possedent une
petite tache noire pres de 'apex de la face inféro-
latérale des jugas, alors que ceux du deuxié¢me
ont une bande noire au méme endroit qui se
prolonge presque jusqua la base du tubercule
antennaire [LuroLI & DUSOULIER, 2015]. Je n'ai
pas trouvé d’autres caractéres morphologiques
permettant de séparer plus clairement ces deux
clades, notamment au niveau des génitalias male
et femelle.

La comparaison des 45 séquences  ADNmt
COI est présentée sous forme d'un arbre
phylogénique en Figure 2. On observe que les
spécimens des deux espéces bien caractérisées
morphologiquement  G.  semipunctatum
et G. rubrolineatum sont regroupés en
clades. G. semipunctatum est 'espéce la plus
éloignée des autres Graphosoma et elle sest
donc probablement différenciée depuis plus
longtemps que les autres. Les spécimens de
« G. lineatum » peuvent étre séparés en trois
clades différents notés A, B et C sur la Figure 2.
Les spécimens du clade A sont plus proches
de G. semipunctatum que de G. rubrolineatum
et des spécimens du clade B. De plus, comme
G. rubrolineatum s'intercale entre les clades A et
B, cela montre aussi que ces deux clades A et B
correspondent & deux espéces différentes.

Etant donné que G. lineatum a été décrit
par LINNE [1758] a partir de deux spécimens a
pattes globalement rouges, récoltés en Afrique
du Nord [DusouLier & Lurorr, 2015], on
peut donc considérer que les spécimens du
clade A sont bien de « véritables » G. lineatum.

MULLER [1766] a décrit G. italicum & partir
d’au moins un spécimen provenant des environs
deTurin en Italie. On peut donc considérer que les
spécimens du clade B, les plus largement répartis
dans toute I'Europe continentale, y compris

dans toute I'ltalie continentale, correspondent a
des G. italicum et non A des G. lineatum. Ces
spécimens ont une répartition géographique
étendue incluant les pays suivants : Espagne,
France et Corse, Allemagne, Italie continentale
et Sardaigne, Grece et Crete, Turquie, Arménie,
Liban. Les spécimens du clade B ont donc
tous été nommés G. italicum en Figure 2. Le
pourcentage de divergence entre G. lineatum et
G. italicum est de 'ordre de 10 % (Tableau I) ce
qui représente 47 bases nucléiques différentes
alors qu'il existe environ 13 % de divergence entre
G. semipunctatum et G. italicum avec 56 bases
différentes (Tableau I et Annexe A).

G. rubrolineatum, une espéce uniquement
présente en Asie de 'Est, semble plus proche de
G. italicum (4,3 % de divergence) que le clade C
représenté par un seul spécimen n° 36 provenant
dIran (5,3 % de divergence). Karamirour
et al. [2016] montrent la photo d’une vue
dorsale de ce spécimen : il possede des pattes
globalement noires et ressemble & G. izalicum.
Ce spécimen n’est donc ni un G. lineatum, ni
un G. rubrolineatum, ni un G. italicum. 11 serait
intéressant a l'avenir d’échantillonner d’autres
Graphosoma au Moyen-Orient pour retrouver ce
type de séquence et analyser d’autres génes pour
savoir s'il sagit d'une nouvelle espece, ou d’'un
variant morphologique d’un autre Graphosoma
déja décrit, comme G. melanoxanthum par
exemple.

Les spécimens de G. lineatum d Afrique
du Nord se distinguent de G. izalicum a la
fois par un critere morphologique et par un
critere moléculaire. Il y a congruence entre les
différences observées concernant la coloration
des pattes et la séquence YADNmt COI. Cela
n'est pas le cas en Sardaigne et en Sicile puisque
les spécimens de G. italicum de Sardaigne ont les
pattes globalement rouges, et les spécimens de
G. lineatum de Sicile ont les pattes globalement
noires.

On ne rencontre en Sardaigne que des
individus de G. izalicum a pattes globalement
rouges, non seulement aux quatre endroits
distants échantillonnés, mais aussi partout
ailleurs sur cette ile. On ne trouve donc pas
d’individu 4 pattes globalement noires en
Sardaigne, et on ne trouve pas d’individu

L’Entomologiste, tome 73,n° 1 23



Roland LUPOLI

1 G.italicum Allemagne Bayreuth —~——
3 G.italicum Allemagne Thuringia(A)
4 G.italicum Allemagne Wahnbeck Niedersachsen
5 G.italicum Allemagne Reismuehle Pollanten
7 G.italicum France Mireval
8 G.italicum France Aiguines
9 G.italicum France Bonifacio
11 G.italicum Espagne Pitres
12 G.italicum Espagne Turre
19 G.italicum Italie Vico Gargano
20 G.italicum ltalie Cropalati
22 G.italicum ltalie Pizzo
23 G.italicum ltalie Bagaladi
37|24 G.italicum ltalie Scalea
[ 33 G.italicum Turquie Vallee de Valsidere
34 G.italicum Liban Beit-Menzer
35 G.italicum Armenie Gehard
2 G.italicum Allemagne Brandebourg(A) B
(£|— 2 G.italicum Allemagne Brandebourg(B)
3 G.italicum Allemagne Thuringia(B)

[— 6 G.italicum France Belle-Isle

92 9431 G.italicum Crete Mochlos
_| 32 G.italicum Crete Kato Zakros

15 G.italicum Sardaigne Santa Teresa

g1/ 16 G.italicum Sardaigne Oliena

17 G.italicum Sardaigne Cala Gonone

60 18 G.italicum Sardaigne Tanauella

L—— 10 G.italicum Espagne Boniches

29 G.italicum Grece Archea Epidauros

21 G.italicum ltalie Gioia Tauro
5
93 a{

30 G.italicum Crete Kissamos —
99 L_ G.rubrolineatum Coree Seoul KC510115
G.rubrolineatum Coree Seoul GQ292254
90 36 Graphosoma Iran Alborz
66/ 13 G.lineatum Maroc Rabat C
14 G.lineatum Algerie Alger
o 25 G.lineatum Sicile Sant Ambrosio A

26 G.lineatum Sicile Gerbini

27 G.lineatum Sicile Rosolini
28 G.lineatum Sicile Porto Palo

G.semipunctatum France Ramatuelle
’i| G.semipunctatum Sicile Castelbuono
99

G.semipunctatum Crete Aghios Nikolaos

|— G.semipunctatum Espagne San Jose

Dolycoris baccarum

0.02

Figure 2. — Arbre phylogénique, obtenu par comparaison de 45 séquences du géne COI de 'ADN
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mitochondrial, réalisé, apres alignement avec le logiciel ClustalW2™, avec le logiciel Mega 6.06 ™ selon la
méthode Maximum Likelihood avec 1 000 réplications de bootstrapping [Lurotr ez al., 2013]. Les valeurs
de bootstrap aux embranchements de I'arbre correspondent au pourcentage de fiabilité de la construction
considérée. Les especes déduites des comparaisons de séquences sont indiquées avec leurs numéros de
prélevements (Annexe A et Figure I). Les trois groupes ou clades d’espéces A, B et C appartenant au groupe
initialement appelé « Graphosoma lineatum » sont montré: il sagit respectivement de G. lineatum, G.
italicum et une espece de Graphosoma nouvelle d’Iran 4 décrire ultérieurement.
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Graphosoma lineatum (L., 1758) et G. italicum (O.F. Miiller, 1766), deux especes valides et distinctes,
probablement issues de la transgression zancléenne méditerranéenne (Hemiptera Pentatomidae)

3 pattes globalement rouges en Corse. On
peut considérer que ces populations sont
géographiquement séparées, et qu'elles n'ont
plus eu d’échanges génétiques récents. Je désigne
donc les individus de G. italicum provenant de
Sardaigne comme appartenant a la sous-espéce
insulaire sardiniensis n. ssp. (Figure 3d) :

Graphosoma italicum sardiniensis n. ssp.

Holotype ¢. Deux étiquettes imprimées,
épinglées sous le spécimen : a) Italie
(Sardaigne), Santa Teresa, 28-v-2008,

Roland Lupoli leg.; b) en dessous, étiquette
rouge : « Holotype / Graphosoma italicum
sardiniensis / Roland Lupoli, 2016 ». Déposé
au Muséum national d’Histoire naturelle de

Paris (MNHN).

Je désigne donc également le lectotype de
Graphosoma italicum italicum (Figure 3a) :

Graphosoma italicum italicum
(O.E Miiller, 1766)
comb. nov.

Lectorype . Deux étiquettes imprimées, épinglées
sous le spécimen : a) France (Hérault), Saint-
Martin-de-Londres  (Frouzet)  21-v-1989
Roland Lupoli leg.; b) en dessous, étiquette
rouge : « Lectotype / Graphosoma italicum
italicum / (O.E Miiller, 1766) désigné par

Roland Lupoli 2016 ». Déposé au MNHN.

De la méme fagon, les quatre spécimens
échantillonnés a des endroits distants en Sicile
sont tous des G. lineatum A pattes globalement
noires. Il est probable que cela soit le cas sur
toute I'ile de Sicile, car les cing échantillons de
Calabre que jai analysés provenant d’endroits
distants sont tous des G. italicum italicum.
Je désigne donc les individus de G. linearum
provenant de Sicile comme appartenant
3 la sous-espéce insulaire siciliensis n. ssp.

(Figure 3e) :

Graphosoma lineatum siciliensis n. ssp.

Holorype &. Deux étiquettes imprimées,
épinglées sous le spécimen : a) Italie (Sicile),
Castelbuono 14-vi-2013, Roland Lupoli leg. ;
b) en dessous, étiquette rouge : « Holotype
/ Graphosoma lineatum siciliensis / Roland
Lupoli, 2016 ». Déposé au MNHN.

Ilexiste une forte ressemblance morphologique
croisée entre G. italicum sardiniensis n. ssp. et
G. lineatum lineatum et entre G. italicum italicum
et G. lineatum siciliensis n. ssp. Cela concerne
aussi la présence d’une bande noire sur la face
inféro-latérale des jugas qui se retrouve aussi bien
chez G. italicum italicum que chez G. lineatum
siciliensis n. ssp. et la présence seulement d’une

D. baccarum

G. italicum | G.italicum | G. italicum 7 G. lii
italicum (Sardaigne) (Crete) ue du Nord) (Sicile)
G. italicum italicum 0,3
G. italicum
(Sardaigne) 0,5
G. italicum (Créte) 1,3
Graphosoma (Iran) 53
G. lineatum 9,8
(Afrique du Nord) 4
G. lineatum (Sicile) 10,1
Graphosoma 43
rubrolineatum 4
Graphosoma
semipunctatum 12,7
D. baccarum 20,9

Tableau I. — Pourcentages de divergence entre les Graphosoma échantillonnés dans le gene COI de TADN
mitochondrial. Les divergences intragroupes sont montrées sur la diagonale du tableau. Dolycoris baccarum

est utilisé comme outgroup.
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petite tache noire & I'apex se retrouve chez G.
lineatum lineatum et G. italicum sardiniensis n.
ssp. [LuroL1 & DusouULIER, 2015].

La variabilité intraspécifique de TADNmt
COI observée dans toute I'Europe chez
G. italicum italicum est du méme ordre de
grandeur (0,3 %) que la divergence observée
entre G. italicum italicum et G. italicum
sardiniensis n. ssp. (0,5 %) ce qui ne permet
donc pas de distinguer ces deux sous-espéces a
'aide de ce critere (Tableau 1). Toutefois, si on
regarde plus précisément 'origine de la variation
engendrée, on constate que les quatre individus
prélevés A des endroits distants en Sardaigne
ont tous, les quatre mémes modifications

en commun CII8T, C214T, A328G, G54IA
(Annexe A). On observe la méme chose avec une
divergence de 0,5 % observée entre G. lineatum
lineatum et G. lineatum siciliensis n. ssp. : les
quatre individus de Sicile ont la méme séquence
que ceux d’Afrique du Nord, avec en plus deux
modifications qu’ils ont en commun : c505T et
COI16T (Annexe A).

Discussion
Alafin duMiocene, ilya 5,96 millions d’années,
un événement géologique aboutit a la fermeture

de la communication entre les eaux atlantiques
et méditerranéennes. Cela provoque alors un

~N /

Figure 3. — a) Graphosoma italicum italicum. Lectotype Q, France (Hérault), Saint-Martin-de-Londres (Frouzet),
21-v-1989, Roland Lupoli leg., collection MNHN. &) Graphosoma lineatum lineatum. Q Algérie, Alger, plage
de Tipaza, 19-v1-1979, Jean-Michel Maldes leg., collection Roland Lupoli. ¢) Graphosoma semipuncrarum. Q
France (Var), Aiguines, 2-vi11-1984, Roland Lupoli leg., collection Roland Lupoli. d) Graphosoma italicum
sardiniensis n. ssp. Holotype Q, Italie (Sardaigne), Santa Teresa, 28-v-2008, Roland Lupoli leg., collection
MNHN. e) Graphosoma lineatum siciliensis n. ssp. Holotype &, Italie (Sicile), Castelbuono, 14-vi-2013,
Roland Lupoli leg., collection MNHN. f) Graphosoma rubrolineatum. Q Chine (Shaanxi prov.), env.
Zhouzhi, Taibaishan National Park, 1 350 m, 30-v-1999, Sergei Murzin leg., collection Roland Lupoli.
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assechement progressif pendant 630 0oo ans
d’une grande partie de la Méditerranée, avec
un abaissement du niveau marin de 1 500 2
2 500 m, produisant des dépdts importants
de sels, ce que 'on appelle la crise de salinité
messinienne. Toutes les iles méditerranéennes
actuelles ont alors été reliées aux continents. On
peut donc imaginer qu’a cette époque un ancétre
commun de G. lineatum et G. italicum ait pu
ainsi se disperser sur I'ensemble du pourtour
méditerranéen et des iles. Il y a 5,33 millions
d’années, la fermeture seffondre au niveau
du détroit de Gibraltar et la Méditerranée se
remplit de nouveau trés rapidement en quelques
décennies seulement. Cest ce que 'on appelle la
transgression zancléenne du Pliocéne [GaRrcia-
CASTELLANOS et al., 2009]. Depuis, I'Espagne
et 'Afrique du Nord n'ont alors plus jamais été
en contact terrestre. A partir de ce moment,
les populations de Graphosoma d’Afrique du
Nord ont été isolées des autres, I'espéce n'étant
pas capable de vivre dans les zones désertiques
cotieres  libyennes et  égyptiennes.  Les
populations européennes, tout d’abord limitées
aux régions les plus chaudes, ont alors évolué
indépendamment et ont certainement dii étre
sélectionnées pour survivre aux glaciations
successives, puis étre capables de remonter
plus au nord durant les périodes interglaciaires,
sans toutefois s'implanter en Grande-Bretagne.
Il est possible que I'apparition de la couleur
des pattes globalement noires soit liée & cela,
pour mieux capter la chaleur. Ces populations
progressivement devenues des G. italicum
ont alors envahi I'Europe, de I'Espagne a
la Turquie, puis & 'Arménie et au Liban,
bloquées elles aussi par les zones désertiques.
Il est probable que G. italicum ait acquis de
bonnes capacités de dissémination permettant
d’assurer des échanges génétiques fréquents,
puisque des populations éloignées ont le méme
ADNmt COIL. Toutefois la barriére de 18 km
du détroit de Gibraltar et les zones désertiques
leur sont restées infranchissables pendant plus
de cinq millions d’années ce qui a conduit a la
mise en place de 47 bases différentes séparant
aujourd’hui les deux especes G. lineatum et
G. italicum. Depuis cinq millions d’années,
beaucoup de périodes glaciaires se sont
succédées. La formation de glaciers aboutissant
a chaque fois 2 une baisse globale du niveau de
la mer, moins importante que pendant la crise

messinienne, mais atteignant parfois 120 m et
peut-étre plus. Compte tenu des profondeurs
entre les iles et les continents, le bloc corso-
sarde a été temporairement rattaché a I'ltalie du
Nord, les cotes de Sicile et de Tunisie se sont
rapprochées, comme celles de Crete et de Grece,
pendant les périodes les plus froides (Figure 4).

Il est intéressant de constater que trois des
quatre bases modifiées séparant G. italicum
italicum de G. italicum sardiniensisn. ssp. : CII8T,
C214T, G541A sont des bases que l'on retrouve
aussi chez G. lineatum, dont deux (c214T et
Gs541a) uniquement chez G. lineatum et non
chez G. semipunctatum. Cela semble indiquer
que G. italicum sardiniensis n. ssp. est une sous-
espece relique plus primitive que G. italicum
italicum. S’il sagissait d’'une adaptation 3 un
climat plus sec, ces modifications devraient se
retrouver chez les individus du Sud de 'Espagne
ou du Liban, ce qui nest pas le cas. Il est donc
possible quel'invasion de G. italicum italicum en
Sardaigne n’ait pas été suffisamment compléte et
homogene durant les derniéres glaciations pour
« simposer génétiquement » comme en Corse
et dans le reste de 'Europe (Figure 4). Cette
hypothése est bien plus envisageable qu'un lien
terrestre post-messinien entre I’Afrique du Nord
et la Sardaigne qui est difficilement concevable
compte tenu des profondeurs de plus de

Figure 4. — Répartitions de Graphosoma lineatum (en
orange clair et foncé) et Graphosoma italicum (en
rouge et rose) et de leurs sous-espéces a louest de
la région paléarctique. Les fleches vertes montrent

les passages hypothétiques qui auraient eu lieu
pendant les périodes glaciaires post-messiniennes.
Les fleches larges correspondent a des invasions
massives et les fleches fines 4 des invasions moins
importantes.
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1 000 m qui les séparent sur plus de 50 km. Une
introduction d’origine humaine accidentelle
est toujours possible, mais peu probable car de
telles modifications nécessitent du temps et un
flux d’individus important, incompatibles avec
I'échelle humaine. Les G. italicum sardiniensis
n. ssp. auraient conservé de leurs ancétres les
pattes globalement rouges et ces trois bases
ancestrales, et les isolements de la Sardaigne
pendant les périodes interglaciaires et peut-
étre un climat plus chaud, auraient permis le
maintien de ces caractéres sur I'ile. Les Bouches
de Bonifacio séparent la Corse de la Sardaigne
distantes de 11 km. G. italicum sardiniensis n.
ssp. est également présent au Sud de la Corse
sur les ilots Lavezzi [LuroLl & DUSOULIER,
2015] mais il est absent du reste de la Corse, et
inversement G. italicum italicum est absent en
Sardaigne. La profondeur de 100 m qui sépare
les deux iles a donc dit permettre, lors des
épisodes de glaciations successifs, des passages
de G. italicum liés A la baisse du niveau de la
mer, mais ces passages sans doute relativement
courts et limités par un étroit couloir (Figure 4)
nont pas permis la « dilution » compléte du
génome ancestral, de la méme facon que chaque
européen possede encore 2 % du génome de
I'Homme de Neandertal [PiiB0, 2015].

Les individus 31 et 32 récoltés en Créte
orientale possédent huit bases différentes par
rapport & G. italicum italicum, dont quatre
en commun avec G. lineatum : TIS7C, C214T,
C2744, c613T. Cela irait également dans le sens
d’invasions partielles de G. italicum italicum
depuis la Gréce continentale, et & un isolement
par la mer de la partie est de la Crete (Figure 4).
Cetisolement génétique, encore présent en Crete
aujourd’hui, indiquerait que la jonction actuelle
des différentes parties de I'ile temporairement
isolées est relativement récente, comme le
suggére SFIKAS [1993] pour des distributions
botaniques. Ces individus ne possédent pas de
différences morphologiques avec G. italicum
italicum, mais une divergence de 1,3 % de
leur ADNmt COI. D’autres investigations
moléculaires et prélevements supplémentaires
seront nécessaires pour confirmer la répartition
de ces individus en Créte.

Le lien ou le rapprochement terrestre est
I'hypothese que je privilégie pour expliquer la
présence d’individus génétiquement proches

des G. lineatum d’Afrique du Nord, 3 quatre
endroits distants en Sicile. Bien que le détroit
de Sicile sépare de 145 km la Tunisie de la Sicile,
les profondeurs y sont relativement faibles
(environ 100 m) sur une grande partie de celui-
ci, mais au nord de I'ile de Pantelleria au large
du Cap Bon, il reste un passage étroit dont la
profondeur atteint 200 m. Il est possible que la
présence de la faille de contact entre les plaques
eurasienne et africaine 4 cet endroit ait subi
des mouvements tectoniques qui ont amplifié
sa profondeur actuelle ou que des courants
aient creusé les fonds. En effet, il a été montré
que des espéces terrestres sont passées entre
la Tunisie et la Sicile pendant les glaciations
en raison de la baisse du niveau de la mer.
Lexemple le plus connu concerne 'Eléphant
nain Elephas falconeri présent au Pléistocéne en
Sicile et 2 Malte. STOcK e 2l [2008] ont mis
en évidence une proximité génétique entre les
Crapauds du genre Bufo présents en Tunisie et
en Sicile, par comparaison de séquences  ADN
génomiques et mitochondriales. La nouvelle
espéce endémique Bufo siculus de Sicile est
génétiquement plus proche des Bufo boulengeri
de Tunisie que des Bufo balearicus présents au
Nord-Est de la Sicile, en Italie continentale,
Sardaigne et Corse. Il est donc probable que
le détroit ait été moins profond auparavant,
ou que le niveau de 'eau soit descendu plus
bas, au cours des différentes oscillations
climatiques  glaciaires  post-messiniennes,
pour que des Eléphants, des Crapauds ou
des Graphosoma aient pu passer. J’émets donc
I'hypothése que des G. /lineatum auraient
envahi massivement la Sicile depuis la Tunisie
pendant des périodes glaciaires et se seraient
imposés sur des G. italicun métissés encore
présents (Figure 4), sans toutefois simposer au
dela du détroit de Messine qui ne fait pourtant
que 3,2 km de large et 95 m de profondeur (il
est amusant de constater que 'ancien nom de
Messine est Zancle, nom a l'origine de I'étage
zancléen du Pliocéne), car je n'ai trouvé que
des G. italicum italicum en ltalie continentale.
Il est possible que les G. lineatum siciliensis n.
ssp. aient hérité, suite & leur invasion, des pattes
globalement noires par hybridations avec des
G. italicum; ou bien des barriéres génétiques
suffisamment fortes se seraient mises en place,
empéchant lhybridation des deux espéces, et ce
caractére aurait été acquis secondairement par
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dérive génétique depuis leur nouvel isolement
de TAfrique du Nord, de méme que les
modifications des deux bases observées : cs5osT
et c616T. 1l est tres probable que G. lineatum
siciliensis n. ssp. soit également la seule sous-
espéce présente & Malte étant données les faibles
profondeurs qui relient cette ile 2 la Sicile.

Parmi les 21 ou 22 modifications observées
entre G. rubrolineatum et G. italicum, 11 sont en
commun avec G. lineatum. De la méme facon,
parmiles 17 modifications du Graphosoma d’Iran
(n° 36), 9 sont en commun avec G. lineatum.
Ces observations suggérent que les deux espéces
G. rubrolineatum et le Graphosoma dlran
(n° 36) seraient issues d’'un ancétre commun
A G. lineatum qui sest peut-étre hybridé avec
G. italicum pendant ses migrations vers lest
avant de s'isoler génétiquement en Iran puis en
Asie.

D’autres  campagnes  d’échantillonnages
plus étendues et I'analyse d’autres génes seront
nécessaires pour mieux définir la taxonomie du
genre Graphosoma, confirmer ces observations
préliminaires, mais aussi comprendre les
liens entre les especes et leurs répartitions.
D’autre part, cette étude montre que le genre
Graphosoma est un bon modele pour mieux
comprendre lhistoire de la formation de la
Méditerranée et de ses iles.
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Annexe A. — Séquences ’ADNmt COI des Graphosoma analysés. Le numéro d’accession GenBank® (deux
lettres suivies de six chiffres) est indiqué pour chaque séquence. Le nombre de nucléotides séquencés (n) est
ensuite donné, suivi des modifications de nucléotides relevées par rapport a la séquence référence 1 et a la
numérotation de 1 4 658 de I’ Annexe B, aprés alignement par Clustal W2 ™.

« Graphosoma lineatum »
Allemagne :

1. Bayreuth, 8-vi-2011, kM022779 [RauPacH et al., 2014], (n = 658) = référence 1 (séquence présentée en

lettres minuscules en Annexe B).

2a. Brandebourg (spécimen a), 3-vi-2011, KM022214 [RAUPACH ez al., 2014], (n = 658) : identique 4 la réf. 1.
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2b. Brandebourg (spécimen b), 3-vi-2011, kM021891[RAUPACH ez al., 2014], (n = 658) : C340T, CSI14A, C6I3T.

3a. 'Thuringia (spécimen a), 1-viII-2010, KM021728 [RAUPACH et al., 2014], (n = 658) : T70C, TIS7C, COI3T,
CO4IT.

3b. Thuringia (spécimen b), 1-virr-2010, KM022702 [RAUPACH ez al., 2014], (n = 643): Cs14A.

4. Wahnbeck Niedersachsen, 21-v-2011, kM021441 [RaUPACH ¢t al., 2014], (n = 658) : identique 2 la réf. 1.

5. Reismuehle Pollanten, 29-v-2011, kM22404 [RaUPACH et al., 2014], (n = 658) : C6I3T.

France :

6. Kerdonis, Belle-Tle (Morbihan), 12-vi-2015, kx96004s (éthanol) Roland Lupoli leg. (n= 660) : T157C,
C5OST, COI3T, C64IT.

7. Mireval(Hérault), 17-v1-2009, Kkx960046 (sec), Roland Lupoli leg. (n = 610) : identique a la réf. 1.

8. Aiguines (Var), 14-V1-2010, kx960047 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 574) : identique 4 la réf. 1.

9. Bonifacio (Corse), 14-v1-2012, kKX960048 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 634) : T637C.

Espagne :

10. Boniches (Castille), 18-vi-2015, kX960049 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 344) : T412C, C460T, C539T.

1. Pitres (Andalousie), 6-vIII-2012, KX960050 (sec), Roland Lupoli leg. (n = 658) : T133C.

12. Turre (Andalousie), 16-v1-2015, Kx9600s1 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 630) : identique a la réf. 1.

Maroc :

13. Rabat, 3-viI-2007, kx960052 (sec), Jean-Claude Streito leg. (n= 633) : A46C, CSST, C67T, C94T, TIO3C,
TIO6C, CII8T, CI2IA, TI36C, TI§4C, TIS7C, TI98C, C214T, A223C, T250C, G2§3A, C263T, T266C, C274A, C284T,
T313A, T337G, T343C, C346T, T3524A, T358C, C376A, C400A, C406T, T407C, T418A, T427C, T445C, C460T,
T493A, G499A, TSO8A, CSI4T, TSI7A, C526T, GS4IA, CS57T, CS68T, T578C, C604A, COI3T, AG43T (séquence
présentée en Annexe B).

Alggérie :

14. Alger, 19-v1-1979, Kx960053 (sec), Jean-Michel Maldes leg. (n = 627) : a46¢, Cs5T, C67T, C94T, TIO3C,
TIO6C, CII8T, CI21A, TI36C, TIS4C, TIS7C, TI98C, C214T, A223C, T250C, G253A, C263T, T266C, C274A, C284T,
T313A, T337G, T343C, C346T, T352A, T358C, C376A, C400A, C406T, T407C, T418A, T427C, T445C, C460T,
T493A, G499A, TSO8A, CSI4T, TSI7A, C526T, G§4IA, C557T, C568T, T578C, C604A, COI3T, AG43T.

Sardaigne :
15. Santa Teresa, 15-vI-2012, Kx960054 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 577) : c118T, C214T, G3054, 43286,
GS541A.

16. Oliena, 16-vi-2012, KX960055 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 579) : c118T, c214T, 328G, Gs41A.

17. Cala Gonone, 16-v1-2012, KX960056 (¢éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 579) : A109G, CI18T, C214T, A328G,
GS41A.

18. Budoni Tanauella, 15-v1-2012, XX960057 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 643) : cui8T, c214T, c271T,
A328G, G541A.

Italie continentale :

19. Vico (Pouilles), 9-vi-2013, kx960058 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 579) : identique a la réf. 1.

20. Cropalati (Calabre), 11-v1-2013, KX960059 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 634) : T325¢, T637C.

21.  Gioia Tauro (Calabre), 11-v1-2013, KX960060 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 658) : T157C.

22. Pizzo (Calabre), 11-vi-2013, kx960061 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 654) : T637C.

23. Bagaladi (Calabre), 12-v1-2013, kx960062 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 647) : identique a la réf. 1.

24. Scalea (calabre), 15-v1-2013, KX960063 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 643) : T637cC.

Sicile :

25.  Sant Ambrogio, 14-v1-2013, KX960064 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 584) : A46C, C55T, C67T, C94T,
TIO3C, TIO6C, CII8T, CI2IA, TI36C, TIS4C, TI§7C, TI98C, C2I4T, A223C, T250C, G2§3A, C263T, T266C, C274A,
C284T, T313A, T337G, T343C, C346T, T352A, T358C, C376A, C400A, C406T, T407C, T4I8A, T427C, T445C,
C460T, T493A, G499A, C5O5T, TSO8A, CSI4T, TSI7A, C526T, G54IA, C557T, C568T, T578C, C604A, COI3T, COIGT.

26. Gerbini, 13-v1-2013, kKx960065 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 640) : a46C, CSST, C67T, C94T, TIO3C,
TIO6C, CII8T, CI21A, TI36C, TI54C, TIS7C, TI98C, C214T, A223C, T250C, G253A, C263T, T266C, C274A, C284T,
T313A, T337G, T343C, C346T, T352A, T358C, C376A, C400A, C406T, T407C, T418A, T427C, T445C, C460T,
T493A, G499A, C505T, TSO8A, CSI4T, TSI7A, C526T, GS4IA, C557T, C568T, T578C, C604A, COI3T, COHIOT.

27. Rosolini, 13-v1-2013, kX960066 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 656) : a46¢, cs5T, C67T, C94T, TI03C,
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TIO6C, CII8T, CI21A, TI36C, TI54C, TIS7C, TI98C, C214T, A223C, T250C, G253A, C263T, T266C, C274A, C284T,
T313A, T337G, T343C, C346T, T352A, T358C, C376A, C400A, C406T, T407C, T418A, T427C, T445C, C460T,
T493A, G499A, C505T, TS08A, CSI4T, TSI7A, C526T, G541A, C557T, C568T, TS78C, C604A, C6I3T, COIGT.

28. Porto Palo, 13-v1-2013, KX960067 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 655) : A46¢, C55T, C67T, C94T, TI03C,
TIOGC, CII8T, CI2IA, TI36C, TIS4C, TIS7C, TI98C, C2I4T, A223C, T250C, G253A, C263T, T266C, C274A, C284T,
T313A, T337G, T343C, C346T, T352A, T358C, C376A, C400A, C406T, T407C, T4I8A, T427C, T445C, C460T,
T493A, G499A, CSOST, TSO8A, CSI4T, TSI7A, C526T, C557T, C568T, T578C, C6044, COI3T, COI6T. (pas de Gs41a
par rapport a 13 et 14).

Grece :

29. Archea Epidauros, 13-v111-2009, kx960068 (sec), Roland Lupoli leg. (n = 294) : G4994.

30. Kissamos(Crete), 19-vi11-2015, kx960069 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 648) : G253A, G499A.

31. Mochlos (Crete), 12-virr-2015, kx960070 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 645) : 443G, T157C, C214T,
C2744, C346A, A421C, T496C, C613T (pas de G2534, ni G499A par rapport A 29 et 30).

32. Kato Zakros (Créte), 11-vi11-201s, kx960071 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 646) : A43G, T157C, C214T,
C274A, C346A, A421C, T496C, C613T (pas de G253A, ni G499A par rapport A 29 et 30).

Turquie :

33. Goreme (Cappadoce), vallée de Valsidere, 20-viI-2012, kx960072 (sec), Marine Lupoli leg. (n = 657) :
identique 4 la réf. 1.

Liban :

34. Beit-Menzer, v1-2007, KX960073 (sec), Kairouz leg. (n = 288) : identique 4 la réf. 1.

Arménie :

35. Geghard, 9-v-2014, KX960074 (sec), Sergei Murzin leg. (n = 588) : identique a la réf. 1.

Iran :

36. Alborz, 15-X-2014, KR778998 [KARAMIPOUR et al., 2016] (n = 650): A34G, T97C, TIS7C, C2I4T, C340T, T358C,
C367T, T407C, T445C, C460T, A469G, T496C, G499A, CSOST, C526T, GS4IA, T646C.

Graphosoma rubrolineatum

CoRrEeE DU SuD :

GRI. Séoul, 23-1-2013, KCs10115 [CHO et al, 2013] (n = 658) : C67T, CI2IT, TI33C, TI36C, TIS7C, AIGOG, C27IT,
C284T, C340T, C3406T, C347T, T407C, A409G, C460T, T463C, G499A, T§23C, C526T, G54IA, T562C, COI3T.

GRr2. Séoul, 17-v1-2009, GQ292254 [JUNG et al., 2011] (n = 600) : C67T, CI2IT, GI25T, TI36C, TI57C, AIGOG, TI62G
C271T, C284T, C340T, C346T, T407C, C460T, T463C, G499A, T523C, C526T, GS4IA, T562C, AS80T, CGI3T,
c616T (pas de T133C, ni de €347T, ni de A409v par rapport & Séoul du 23-1-2013).

Graphosoma semipunctatum

France :

Gs1. Ramatuelle (Var) 13-vi-2010, kKx960075 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 578) : c55a, C67T, C94T, TI06C,
CII8T, CI2IA, AI27T, TI33A, TI36C, AI4ST, TIS4C, TIS7C, AIG3T, CI93T, TI97C, A223T, C235T, T250C, G253A,
C263T, C27IT, C274A, T287C, A307T, A319C, A328T, T343A, C346T, C347T, T352A, C367T, C376A, C394T,
C400A, C406T, T412A, T4ISA, C428T, A436T, T472A, T478A, T493A, G499T, CSOOT, CSOST, CSI4T, A520G,
T§33C, T548C, C§57T, T562C, T565A, C568T, C598T, C6044, COI3T (séquence présentée en Annexe B).

Sicile :

Gs2. Castelbuono, 14-v1-2013, kx960076 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 579) : identique a Gsr.

EsraGNE :

Gs3. San Jose (Andalousie), 1-vI-2005, kKX960077 (sec), Roland Lupoli leg. (n = 579) : identique & Gs1, mais avec
en plus AI27C, T442C, C460T, T496C, et en moins T287C, A328T, C428T.

Grece :

Gs4. Aghios Nikolaos, Lato (Crete), 25-vii1-2015, kx960078 (éthanol), Roland Lupoli leg. (n = 645) : identique
A GSI.
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Annexe B. - Alignements des séquences du gene COI de TADN mitochondrial, a 'aide du logiciel Clustal W2 ™,
de « Graphosoma lineatum » provenant d’Allemagne (Bayreuth) = référence 1 et provenant du Maroc (Rabat)
échantillon n° 13, ainsi que Graphosoma semipunctatum prélevé en France (Ramatuelle). La séquence de
référence 1 inscrite en lettres minuscules est utilisée pour définir la numérotation des bases nucléiques de 1
a 658. Lalignement des trois séquences est montré par blocs de 60 bases nucléiques. Les étoiles désignent

les bases consensuelles identiques dans les trois séquences. Les 47 bases différentes entre 'échantillon 13

et la référence 1 sont surlignées en grisé. Les tirets représentent les bases qui n'ont pas été identifiées par
séquencage. A = Adénine, T = Thymine, G = Guanine, C = Cytosine.

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

Graphosoma « lineatum » 13
Graphosoma « lineatum » 1
Graphosoma semipunctatum
(Ramatuelle)

1 60
—————————————————————————————————————————— ATCCGCTATAAGTTTAAT
aacattatattttctatttggaatatgagcaggaatagtaggatcagctataagcttaat

—————————————————————————————————— ATAGTAGGATCAGCTATAAGATTAAT
dkdk khkkdkkkkk Kkkkk

61 120
TATTCGTATTGAATTAGGACAACCAGGAAGATTTATTGGAGACGACCAAATTTATAATGT
tattcgcattgaattaggacaaccaggaagattcattggagatgatcaaatttataacgt

TATTCGTATTGAATTAGGACAACCAGGAAGATTTATTGGAGATGACCAAATTTATAATGT
hhkhkhkhk Khkkhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhhkh hhhhhhdkk *k khkkhkhhhhkk *x

121 180
AATAGTAACAGCTCACGCATTCGTAATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATTATAATTGG
catagtaacagctcatgcattcgtaataattttttttatagtaataccaattataattgg

AATAGTTACAGCACACGCATTCGTTATAATTTTCTTCATAGTTATACCAATTATAATTGG
dkkkk kkkhkk kk kkkkkkhkk hkkkkkhkk kk kkkkk khkkkhkhkhkkkhkkkkkkok

181 240
AGGATTTGGAAACTGACTAGTACCCTTAATAATTGGAGCCCCCGATATAGCATTCCCACG
aggatttggaaactgattagtacccttaataatcggagccccagatatagcattcccacg

AGGATTTGGAAATTGACTAGTACCCTTAATAATCGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACG
dkhkkkhkhkhkhkhkhk hhkk Khhkhhhhhhhhhhhk hhkhkhkhk *hkhkkhhhhkhk *kkkk

241 300
AATAAATAACATAAGATTTTGATTACTACCCCCATCATTAACATTATTAATAGTAAGAAG
aataaataatatgagattttgactattacccccctcattaacactattaatagtaagaag

AATAAATAACATAAGATTTTGATTATTACCTCCATCATTAACACTACTAATAGTAAGAAG
dkkkkhkkkhk hk hhkkkhkhkhkhk Khk hkkk hk hhkkkhkhkk hk Kkkkkhkhkhkkkk

301 360
ATTAGCAGAAGCAGGAGCAGGAACTGGATGAACAGTGTACCCCCCTCTATCAAGAAACAT
attagcagaagctggagcaggaactggatgaacagtttaccctccecctatctagaaatat

ATTAGCTGAAGCTGGAGCCGGAACTGGTTGAACAGTTTACCCACCTTTATCAAGAAATAT
Ikkkkk hkkhkk Khkkkhk Khkkkkkhkk Khkkhkdkkk khkkkk kk  kkkk Kkkkk Kk

361 420
TTCACACAGAGGAGCATCAGTAGATTTAGCAATCTTTTCACTTCATCTAGCTGGTGTATC
ttcacacagaggagcctcagtagatttagcaatcttttcccttcacttagctggtgttte

TTCACATAGAGGAGCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCACTTCATTTAGCAGGAGTTTC
dkkkkhk hhkkhkkhhkhk hhhkhkkhkhhhhhhhkhhk *hhkkk *kkhk Khhkkk *k k% k%

421 480
ATCAATCCTAGGAGCAGTAAATTTCATTTCAACAATTATTAATATACGACCTGCAGGTAT
atcaattctaggagcagtaaattttatttcaacaattatcaatatacgacctgcaggtat

ATCAATTTTAGGAGCTGTAAATTTTATTTCAACAATTATCAATATACGACCAGCAGGAAT
dhkkkkk  kkkkkkk hhkkhkhkhk hhkkhkkhkhkhkhkkkhkk Akkhkkkkkkhk *kkkk k%

481 540
AACTCCTGAACGAATTCCACTATTCGTATGATCTGTAGGAATTACTGCATTATTATTACT
aactcctgaacgtattccgectattegtttgatccgttggaattaccgecattattattact

AACTCCTGAACGAATTCCTTTATTTGTTTGATCTGTTGGGATTACCGCATTACTATTACT
dkkkkhkhkhhkhkhk hhkhkhkk  khkhkk Khk hkhkhk hk kk hkkhk hkkhkkk khkhkkhk

541 600
ATTATCATTACCAGTATTAGCTGGTGCTATTACTATACTATTAACAGATCGAAACTTCAA
gttatcattaccagtactagctggtgccattactatattattaacagatcgaaacttcaa

GTTATCACTACCAGTATTAGCCGGAGCTATTACTATATTATTAACAGATCGAAACTTTAA
Kkkkkk hhkkkkhkhkk khkkk Kk kk Kkkkhkkkkk khkkkkkkkhhkhhhkhhk %k

601 658
TACATCATTCTTTGACCCATCAGGAGGAGGAGACCCTATTCTTTATCAACATCTTTTC
tacctcattcttcgacccatcaggaggaggagaccctattctatatcaacatctttte

TACATCAT TCT T Tm—m—m —m —m e e e
khkk kkkkkkkk

L’Entomologiste, tome 73,n° 1 33


https://www.researchgate.net/publication/313010845



