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Résumé

a présente note relate la capture et

I’analyse d’un nouvel hybride d’Ere-
bia. L’analyse morphologique ainsi que les résul-
tats biochimiques d’analyses d’ADN mitochon-
drial et nucléaire concluent au croisement entre E.
pronoe (Esper, 1780) femelle et E. meolans (de
Prunner, 1798) male. Il s’agit de la premiére men-
tion d’un tel hybride.

Abstract

he present paper describes the capture

and the analyses of a new Erebia hy-
brid. Morphological analysis as well as both mi-
tochondrial and nuclear DNA analyses confirm an
hybridization between E. pronoe (Esper, 1780)
female and E. meolans (de Prunner, 1798) male.
This is the first report ever of this type of hybrid.

Resum

n aquest article es descriu la captura i

I’analisi d’un nou hibrid Erebia.
L’analisi morfologica aixi com les analisis de
I’ADN mitocondrial i nuclear confirmen una hi-
bridacié entre E. pronoe (Esper, 1780), femella i
E. meolans (de Prunner, 1798) masculi. Aquest és
el primer informe d’aquest tipus d’hibrid.
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Présentation du probléme

En octobre 2017 nous étions a la re-
cherche d’Erebia serotina Descimon

& de Lesse, 1954 (1953) dans 1’espoir
de mieux cerner sa date limite de vol. Le 15 oc-
tobre 2017, je (BLC) prospectais dans la vallée
du Lys prés de Bagneres-de-Luchon (Haute-
Garonne, F-31), aux abords de la cascade d’Enfer,
lorsque j’apercus un Erebia qui descendait rapi-
dement par-dessus les arbres. Il se posa ensuite
sur le chemin ou je réussis a I’attraper. Il pouvait
s’agir d’un serotina mais, en examinant attentive-

ment I’individu pour l’identifier, j’écartai cette
hypothése et pensai plutét & un pronoe aberrant,
sans semis d’écailles blanches au revers des pos-
térieures. Le dessous me paraissait trés semblable
a celui d’E. meolans ; cette espéce pouvait donc
également étre envisagée. L’examen des genitalia
a la loupe aurait di résoudre le probléme mais les
caractéristiques déconcertantes des valves me
laissaient perplexe. Dés lors, I’hypothése d’un
hybride pouvait étre envisagée, peut-étre pronoe
x meolans.

De retour a Paris fin octobre, nous réali-
sons des frottis d’écailles. Les androconies sont
conformes aux caractéristiques de la plupart des
especes qui en possédent, ¢’est-a-dire abondantes
et de type « néomorphe » (neomorphic scale,
WARREN, 1936). Autrement dit, elles sont diffé-
rentes de celles de serotina qui sont généralement
rares et d’un type immature, intermédiaires entre
une écaille normale et une androconie néomorphe
(LALANNE-CASSOU et al., 1989, 2017). S’il s’agit
bien d’un hybride, les deux espéces parentes sont,
en toute vraisemblance, porteuses d’androconies.

Genitalia et habitus sont comparés a E. epi-
phron (Knoch, 1783), E. serotina (Descimon et
de Lesse, 1954 (1953) et aux Erebia pyrénéens
qui ont des androconies : euryale (Esper, 1805),
gorge (Hiibner, 1804), gorgone Boisduval, 1833,
pronoe (Esper, 1780), lefebvrei (Boisduval,
1828), oeme (Hiibner, 1804) et meolans (de Prun-
ner, 1798).

Une analyse biochimique de I’hybride pré-
sumé est entreprise a 1’Institute of Evolutionary
Biology de Barcelone (Espagne).

Description des particularités de
I’exemplaire

Habitus (fig. 1)

L’envergure est de 41,5 mm. Le dessus des
antennes est foncé, le dessous est blanchatre. Les
ailes antérieures ont une forme plutdt anguleuse.
Le bord externe de 1’aile supérieure est rectiligne
et forme pratiquement un angle droit avec la base.
Les ailes postérieures sont arrondies et non fes-
tonnées. La frange est de la couleur du fond, unie
et sombre.
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Dessus des ailes antérieures

Couleur de fond brun noir. La bande post-
discale est fauve orangé, d’une largeur moyenne
pour le genre et ininterrompue de 1’espace 2 a
I’espace 5 (LErAUT, 2016) (elle déborde dans les
espaces 1 et 6). Elle est rétrécie dans 1’espace 3.
Elle occupe une position conforme a la moyenne
du genre.

Les ocelles, plus ou moins arrondis, sont
d’une taille moyenne pour le genre, bien pupillés
et ils occupent une position conforme a la
moyenne du genre. Les ocelles apicaux sont dis-
joints et I’ocelle de ’espace 2 est petit.

Dessus des ailes postérieures

Méme couleur que les ailes antérieures. Les
macules postdiscales fauve orangé sont bien dé-
veloppées, de forme plus ou moins trapézoidale et
occupent une position conforme a la moyenne du
genre.

Les ocelles sont pratiquement ronds, de
taille moyenne, bien pupillés et occupent une po-
sition conforme a la moyenne du genre.

Dessous des ailes antérieures

Le fond est brun sombre mélé d’écailles
rougeatres. La bande postdiscale, nette et d’une
couleur fauve orangée assez vive, est large et
s’étend de I’espace 1 a I’espace 5. La teinte vive
de cette bande contraste avec le fond sombre. Elle
présente un bord interne oblique.

Les ocelles sont pratiquement ronds, de
taille moyenne et bien pupillés. IlIs occupent une
position conforme a la moyenne du genre. Les
ocelles apicaux sont disjoints et I’ocelle de 1’es-
pace 2 est petit. L’apex est légérement saupoudré
d’écailles blanchatres.

Dessous des ailes postérieures

Le revers des ailes postérieures est sombre,
une bande postdiscale claire est a peine visible.
Quelques tres rares écailles blanchatres sont dis-
séminées sur I’ensemble de l’aile. Les macules
postdiscales sont absentes.

Les ocelles sont pratiquement ronds, petits
mais bien pupillés et occupent une position con-
forme a la moyenne du genre. Seuls les ocelles
des espaces 2 et 4 sont présents.

Ecailles des ailes

A la loupe binoculaire, on distingue des
¢cailles blanchéitres en treés faible quantité sur le
dessus des ailes antérieures (apex et cote)

(fig. 2a) et plus nombreuses sur le dessus des
ailes postérieures (apex) (fig. 2b). Face ventrale,
un semis d’écailles rouge brique sombre
(chocolat) est visible au-dessous des ailes, autour
des bandes postdiscales des antérieures, vers le
centre et vers D'extérieur (fig. 3a) de méme
qu’aux postérieures (fig. 3b), vers le centre et la
base et en lunules vers 1’extérieur. Vues au mi-
croscope, les écailles (fig. 5) ont une forme va-
riable (comme chez les autres individus d’Ere-
bia), généralement plus ou moins rectangulaire ;
les formes nettement triangulaires (fig. 14 et 15)
n’ont pas été observées. Les dents sont assez mar-
quées sans étre trés échancrées et leur nombre
varie de 2 a 5, rarement plus. Les plus longues
sont étroites et peu dentées, les plus courtes sont
plus larges, plus arrondies et plus dentées.

Androconies (fig. 5)

Elles sont abondantes et de type néo-
morphe (neomorphic scale, WARREN, 1936).

Genitalia (fig. 4)

Les genitalia ont une forme plutét élancée.
Les valves sont grandes, étroites avec des petites
dents sur la costa et deux dents plus fortes vers
I’extrémité. La partie distale de la valve, assez
courte, est terminée en spatule dentée (8 ou 9
dents) légérement arrondie. L ‘uncus (fig. 11b), en
forme de gouttiére, est assez long, rectiligne avec
la pointe émoussée (vue de profil) ; en dessous,
on distingue vers le milieu de chacun des cotés
une zone irréguliére formant une 1égere « bosse ».
Les subunci, également en forme de gouttiére,
sont longs, droits et pointus (c’est-a-dire non spa-
tulés comme chez certaines espéces d’Erebia). La
juxta est en gouttiére plus ou moins triangulaire
(repliée dans la préparation) ; I’extrémité est
pointue. Les branches de la juxta sont assez
longues, pas trés larges et relativement éloignées
de la base. Le saccus est allongé. Les lobes du
tegumen, sub-rectangulaires, sont moyennement
développés (ils semblent avoir été légeérement
endommaggés dans la préparation). L’aedeagus est
long et pas trés large. La base, assez longue, est
légérement recourbée (aplatie dans la prépara-
tion). Les sternites, nettement cintrés, sont globa-
lement conformes a la moyenne du genre, le ster-
nite 8 étant plus ou moins triangulaire.

Planche 1 (ci-contre)
Fig. 1 - Individu hybride. a : dessus ; b : dessous ; ¢ : étiquettes.
Fig. 2 - Ecailles blanches a I'apex du dessus des ailes de l'individu hybride. a : aile antérieure ; b : aile postérieure.
Fig. 3 - Ecailles rougeatres du dessous des ailes de I'individu hybride. a : aile antérieure ; b : aile postérieure.

Fig. 4 - Genitalia de l'individu hybride.
Fig. 5 - Ecailles et androconies de l'individu hybride.
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Analyses morphologiques

Deux approches distinctes ont été utilisées
pour analyser les caractéres morphologiques dis-
tinctifs des espéces concernées.

Premier procédé

D’une part, nous avons entrepris une ana-
lyse factorielle des correspondances (AFC) avec
les données de I’ habitus, sur les individus (fig. 6)
et également en utilisant les moyennes des carac-
teres de chaque espece (fig. 7). L’exemplaire a été
placé en élément supplémentaire dans 1’espace
factoriel. Les observations et les mesures ont été
effectuées sur une trentaine d’exemplaires de cha-
cune des espéces concernées provenant de nos
collections personnelles ou de celle du Muséum
National d’Histoire Naturelle (Paris). Des photo-
graphies numériques ont été utilisées pour mesu-
rer les caractéres quantitatifs (envergure, ocelles,
bandes postdiscales, etc.). Les caractéres qualita-
tifs ont été évalués par comparaison avec des
gammes constituées de photos ordonnées du cri-
tere.

Second procédé

D’autre part, nous avons utilisé une dé-
marche déductive pour I’analyse des caractéres
morphologiques. Des exemplaires supplémen-
taires ainsi que des illustrations de provenance
diverses ont également été utilisés. Quelques ge-
nitalia ont été préparés (une petite dizaine pour
chaque espéce) pour compléter les informations
provenant de I’habitus.

Nous avons eu recours a la méthode
du focus stacking (HeliconFocus©) pour réaliser
certaines illustrations des genitalia.

Résultats
Analyse factorielle (AFC) (fig. 6 et 7)

La variation individuelle est importante et
les nuages de points des individus se superposent
en partie. Pour les deux variantes de 1I’AFC, I’axe
1 sépare deux groupes d’especes, d’une part
oeme, pronoe, serotina, epiphron, euryale et
d’autre part lefebvrei, meolans, gorge, gorgone.

L’exemplaire étudié se place entre ces deux
groupes, donc si I'un des parents est dans un
groupe, l’autre parent se trouve dans [’autre
groupe. L’axe 2 élimine oeme.

La combinaison la plus probable est pronoe
X meolans (serotina et epiphron sont disqualifiés
par les androconies).

Analyse des caractéres morphologiques

Premier procédé

La participation de pronoe dans le croise-
ment a été pressentie des 1’origine. En effet, au

AFC sur les individus
(axes F1 et F2 : 59,84%)

axes F1 et F2 (le dian

lefebvrei

gorgone

pronoe
hybride serotina
meolans \
A oz o { P Q

epiphron

curyale

F2 de I'AFC, comprenant I'hybride en individu supplémentaire.
Pour chaque espéce les points extérieurs ont été reliés.

de I'AFC, comprenant I'hybride en individu supplémentaire.

moins cing caractéres morphologiques retrouvés
chez I’hybride sont propres a pronoe (parfois tres
partiellement observés chez les autres espéces
concernées).

Au revers des antérieures de pronoe, la li-
mite interne de la bande postdiscale est tres
oblique (fig. 8a). Des écailles blanchatres (parfois
trés peu) sont visibles sur le dessus des ailes au
niveau de ’apex et de la cote des ailes antérieures
(fig. 9a) et également, en général assez abon-
dantes, a ’apex du dessus des ailes postérieures
(fig. 9b). On observe, au-dessous des ailes posté-
rieures (fig. 10b), des écailles rouge brique
sombre. Ces écailles donnent au fond une teinte
marron ou, mélangées aux écailles blanches, une
teinte gris violet pale caractéristique des exem-
plaires trés frais de promoe (Descimon, 1954
(1953)).

D’autres caractéres observés chez [’hy-
bride, sans étre totalement exclusifs, rappellent
nettement pronoe. Par exemple : la taille, les
écailles rouge brique sombre disséminées autour
des bandes postdiscales du dessous des ailes anté-
rieures (fig. 10a) (¢galement présentes chez gorge
et gorgone), la forme et les dimensions de la
bande postdiscale, notamment le rétrécissement
dans 1’espace 3 sur le dessus des antérieures
(retrouvé également chez serotina, oeme et, assez
souvent, euryale), les ocelles et leur pupillation
(notamment 2 et 4 du revers des ailes inférieures),
la présence de quelques écailles blanches au re-
vers, notamment aux apex, la forme générale des
genitalia et les extrémités des valves en palette,
etc.

Concernant le deuxiéme parent, seule la
zone irréguliere en dessous de /‘uncus, formant
une légere bosse vers le milieu, semble propre a
meolans. Cette espece est également concernée si
on considere certains caracteres non exclusifs.
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Fig. 6 (a gauche) - Projection des individus sur le plan factoriel F1/

Fig. 7 (a droite) - Projection des espéces sur le plan factoriel F1/F2

La taille des bulles est proportionnelle aux coordonnées de l'axe F3.




HYBRIDE EREBIA PRONOE X MEOLANS

Chez meolans et lefebvrei, le revers des
ailes postérieures est sombre ; chez meolans, epi-
phron et serotina I’extrémité de 'uncus est plus
ou moins arrondie avec un léger angle en des-
sous ; la juxta n’est pointue que chez meolans et
euryale, etc.

Bien que meolans soit clairement envisagg,
il ne peut étre désigné sans vérification de I’ab-
sence de critéres qui pourraient contredire ce ré-
sultat.

Nous avons donc utilisé une méthode déci-
sionnelle exhaustive.

Second procédé

En considérant pronoe et I’hybride, un por-
trait-robot de la deuxiéme espece parente est es-
quissé par extrapolation, en posant I’hypothése
que les hybrides sont, pour chaque caractére, in-
termédiaires entre les espéces parentes. Cet avatar
hypothétique est ensuite comparé aux especes
prises en considération. Les caractéristiques des
pronoe (pyrénéens), nécessaires a 1’établissement
de ce portrait-robot, sont les suivantes :

Habitus

L’envergure moyenne est de 42,5 mm.

Le dessus des antennes est foncé, le des-
sous est blanchatre.

Les ailes antérieures ont une forme plutot
arrondie. Le bord externe de 1’aile supérieure est
convexe et forme pratiquement un angle droit
avec la base. Les ailes postérieures sont arrondies
et non festonnées. La frange est de la couleur du
fond, unie et sombre.

Dessus des ailes antérieures

Couleur de fond brun noir. La bande post-
discale est fauve. Elle est généralement assez
étroite. Elle s’étend de 1’espace 2 a I’espace 5
(elle déborde dans les espaces 1 et 6). Elle est
rétrécie ou absente dans 1’espace 3. Elle occupe
une position conforme a la moyenne du genre.

Les ocelles, plus ou moins arrondis, sont
d’une taille moyenne pour le genre, bien pupillés
et occupent une position conforme a la moyenne
du genre. Les ocelles apicaux sont assez souvent
disjoints et 1’ocelle de I’espace 2 est plus petit,
parfois minuscule.

Dessus des ailes postérieures

La couleur est la méme que celle des ailes
antérieures. Les macules postdiscales fauves sont
assez étroites, souvent réduites a un anneau. Elles
sont arrondies et occupent une position conforme
a la moyenne du genre.

Les ocelles, plus ou moins arrondis, sont de
taille moyenne, bien pupillés et occupent une po-
sition conforme a la moyenne du genre.

Dessous des ailes antérieures (fig. 8a)

Le fond est brun sombre avec une légere
teinte marron de chaque coté de la bande postdis-
cale produite par de nombreuses écailles rou-
gedtres. La bande postdiscale, d’une couleur
fauve orangée, est large. Elle s’étend de I’espace
1 a ’espace 5 et se prolonge pratiquement jusqu’a
la cote mais plus large et avec une teinte nette-
ment plus sombre. La teinte de cette bande con-
traste moyennement avec le fond sombre. Elle
présente un bord interne nettement oblique, sur-
tout vers la cote.

Les ocelles, plus ou moins arrondis, sont de
taille moyenne, bien pupillés et occupent une po-
sition conforme a la moyenne du genre. Les
ocelles apicaux sont assez souvent disjoints et
I’ocelle de I’espace 2 est petit, trés souvent ab-
sent. L’apex est largement saupoudré d’écailles
blanches.

Dessous des ailes postérieures

Le revers des ailes postérieures est d’une
teinte chaude ; la bande postdiscale claire est trés
nette. Des zones claires sont également visibles
vers la base.

Les macules postdiscales sont absentes.
Les ocelles, plus ou moins arrondis, sont tres pe-
tits et pas ou faiblement pupillés. Ils occupent une
position conforme a la moyenne du genre. Ils sont
souvent absents et seuls les ocelles des espaces 2
et 4 (trés exceptionnellement 3) peuvent étre pré-
sents.

Ecailles des ailes

A la loupe binoculaire, on distingue des
écailles blanchatres, souvent en faible quantité,
sur le dessus des ailes antérieures (apex et cote)
(fig. 9a) et plus abondantes sur le dessus des ailes
postérieures (apex) (fig. 9b).

Au-dessous des ailes antérieures, un semis
abondant d’écailles rouge brique sombre
(chocolat) est visible autour des bandes postdis-
cales, vers le centre et vers ’extérieur (fig. 10a).
Au-dessous des ailes postérieures le fond est
abondamment parsemé de ces mémes écailles
rouges (fig. 10b). Vues au microscope, les
écailles ont une forme variable (comme chez les
autres individus d’Erebia), généralement plus ou
moins rectangulaire (les formes nettement trian-
gulaires (fig. 14 et 15) n’ont pas été observées).
Les dents sont assez marquées sans é&tre trés
échancrées et leur nombre varie de 2 a 5, rare-
ment plus. Les plus longues sont étroites et peu
dentées, les plus courtes sont plus larges, plus
arrondies et plus dentées.

Androconies

Elles sont abondantes et de type néo-
morphe.
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Genitalia

Les genitalia ont une forme plutdt élancée.
Les valves (fig. 13a) sont assez grandes, étroites
avec quelques fortes dents, accompagnées de plus
petites, vers le milieu de la costa. La partie distale
de la valve, assez longue, est terminée en spatule
dentée (5 a 9 dents) Ilégérement arrondie.
L’uncus, en forme de gouttiére, est assez long, le
dessus légerement courbe (convexe) ou rectiligne
avec la pointe émoussée (vue de profil) ; en des-
sous, la zone située vers le milieu est lisse (fig.
11a). La zone située vers la base est parfois 1ége-
rement irréguliére. Les subunci (fig. 11a), égale-
ment en forme de gouttiére, sont longs, droits et
pointus (c’est-a-dire non spatulés comme chez
certaines espéces d’Erebia). La juxta (fig. 12a)
est en gouttiére plus ou moins triangulaire ; 1’ex-
trémité est assez pointue. Les branches de la juxta
sont assez longues, pas trés larges et relativement
¢loignées de la base. Le saccus est allongé. Les
lobes du tegumen sont assez longs et pas trés
larges. L’aedeagus est long et pas trés large. La
base, assez longue, est recourbée dorsalement.
Les sternites sont globalement conformes a la
moyenne du genre, le plus souvent nettement cin-
trés, le sternite 8 étant plus ou moins trapézoidal
mais avec les bords externes en escalier.

Les caracteres recherchés pour la deuxiéme
espece parente, établis par extrapolation (en par-
tant de I’exemplaire et de pronoe), sont ceux qui
suivent :

Habitus

Envergure 40,5 mm.

Dessus des antennes foncé, dessous blan-
chatre.

Couleur de fond du dessus brun noir. Cou-
leur fond du dessous des ailes antérieures brun
sombre sans écailles rougeatres ou fauves. Revers
des inférieures trés sombre, sans bande postdis-
cale nettement définie.

Forme des ailes antérieures assez anguleuse
et pas treés arrondie ; bord externe de ’aile supé-
rieure rectiligne formant pratiquement un angle
droit avec la base. Ailes postérieures arrondies et
non festonnées. Frange unie, sombre.

Dessus des ailes antérieures

Bande postdiscale fauve orangée, assez
large, ininterrompue de 1’espace 2 a I’espace 5
(souvent 1 et 6), peu ou pas rétrécie dans 1’espace
3 et occupant une position conforme a la
moyenne du genre. Ocelles plus ou moins arron-
dis, d’une taille moyenne pour le genre, bien pu-
pillés et occupant une position conforme a la
moyenne du genre. Ocelles apicaux plus ou
moins disjoints, ocelle de I’espace 2 plus petit.

Dessus des ailes postérieures

Macules postdiscales fauve orangé, assez
larges, de forme plus ou moins trapézoidale ou
triangulaires et occupant une position conforme a
la moyenne du genre. Ocelles arrondis, de taille
moyenne, bien pupillés et occupant une position
conforme a la moyenne du genre.

Dessous des ailes antérieures

Bande postdiscale bien délimitée et d’une
couleur fauve orangée vive, large et s’étendant de
I’espace 1 a I’espace 5, sans rétrécissement dans
I’espace 3. La teinte vive de cette bande contraste
avec le fond sombre. Le bord interne n’est pas ou
peu oblique. Ocelles arrondis, de taille moyenne,
bien pupillés et occupant une position conforme a
la moyenne du genre. Ocelles apicaux plus ou
moins disjoints et 1’ocelle de 1’espace 2 présent.
Apex sans écailles blanches.

Dessous des ailes postérieures

Couleur de fond sombre. Bande postdiscale
absente ou peu visible. Macules postdiscales ab-
sentes. Ocelles ronds, présents et bien pupillés,
occupant une position conforme a la moyenne du
genre.

Ecailles des ailes

A la loupe binoculaire, pas d’écailles blan-
chétres sur le dessus des ailes antérieures ni sur le
dessus des ailes postérieures. Face ventrale, pas
de semis d’écailles rouge brique sombre, ni aux
ailes antérieures ni aux postérieures.

Vues au microscope, les écailles sont plus
ou moins rectangulaires, sans forme nettement
triangulaire, avec un nombre de dents pas trop
¢élevé et relativement peu échancrées. Présence
d’androconies (de type néomorphe).

Planche 2 (ci-contre)
Fig. 8 - Comparatif de l'orientation du bord interne de la bande postdiscale du revers des ailes antérieures.

a : Erebia pronoe ; b : individu hybride ; ¢ : E. meolans.

Fig. 9 - Ecailles blanches a I'apex du dessus des ailes d'E. pronoe. a : aile antérieure ; b : aile postérieure.
Fig. 10 - Ecailles rougeatres du dessous des ailes d'E. pronoe. a : aile antérieure ; b : aile postérieure.
Fig. 11 - Comparatif de l'uncus et subunci. a : Erebia pronoe ; b : individu hybride ; ¢ : E. meolans.

Fig. 12 - Comparatif des juxta. a : Erebia pronoe ; b : individu hybride ; ¢ : E. meolans.

Fig. 13 - Comparatif des valves. a : Erebia pronoe ; b : individu hybride ; c : E. meolans.

Fig. 14 - Ecailles dites "triangulaires” et a fortes échancrures. E. gorgone.

Fig. 15 - Ecailles dites "triangulaires" et a fortes échancrures. E. gorge.
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Genitalia

Valves avec peu ou pas de petites dents et
sans « bosse » vers le milieu de la costa ; deux
fortes dents non loin de I’extrémité ; extrémités
plus ou moins en forme de palette arrondie com-
portant une dizaine de dents. Dessus de I'uncus
rectiligne ou concave. Extrémité de 1’uncus arron-
di ou avec un léger angle en dessous. Dessous de
I'uncus présentant une zone irréguliére en
« bosse » vers le milieu (et non a la base ou ab-
sente). Lobes du tegumen assez trapus. Saccus
allongé vers I’avant et vers I’arriére. Juxta trian-
gulaire, trés pointue, avec des branches pas trés
larges insérées assez loin de la base. Aedeagus de
forme et de dimension moyennes. Sternites plus
ou moins cintrés, le sternite 8 étant triangulaire
(bords externes obliques), peu ou pas tronqué.

Un principe logique d’exclusion est appli-
qué lors de la confrontation entre cet avatar et les
espeéces prises en considération. Seuls les désac-
cords avec les caractéristiques attendues sont no-
tés (la description de 1’espéce peut donc étre re-
trouvée en ajoutant les caractéres conformes).

Il est bien évident que 1’espéce réellement
parente peut s’écarter plus ou moins des indica-
tions cibles. En effet, les caractéres sont rarement
trés discriminants et cette méthode prédictive est
en fait probabiliste : la probabilité que I’espéce
soit le deuxiéme parent diminue en fonction du
nombre et de I’intensité des dissemblances repé-
rées.

Liste des dissimilitudes

E. euryale : Couleur fond du dessous des
ailes antérieures avec des écailles fauves. Le re-
vers des ailes inférieures n’est pas sombre. Forme
des ailes antérieures avec un bord externe arrondi,
ailes inférieures nettement festonnées. La bande
posdiscale du dessus des ailes antérieures est as-
sez souvent interrompue. La bande posdiscale du
dessous des ailes antérieures, parfois pas tres
vive, n’est pas toujours tres bien délimitée, par-
fois un peu rétrécie dans 1’espace 3. Ocelles des
ailes antérieures, dessus et dessous, aplatis, pas
assez pupillés et trop au centre ; ocelle de I’es-
pace 2 trop gros. Ocelles du dessous des ailes
postérieures le plus souvent absents. Frange en-
trecoupée de blanc. Trop de dents sur la costa et
absence des deux fortes dents vers I’extrémité des
valves. Extrémités des valves en massue. Uncus
courbe, crochu, nettement trop pointu, la bosse en
dessous se trouvant vers la base et non vers le
milieu. Subunci tres spatulés. Branches de la juxta
larges, insérées un peu bas. Saccus trés court. Ae-
deagus trop long.

E. epiphron : trop petit. Couleur de fond
du dessous des ailes antérieures avec souvent des
écailles fauves. Forme des ailes antérieures avec

un bord externe oblique ; ailes inférieures allon-
gées. Le revers des ailes inférieures n’est pas
sombre. La bande posdiscale du dessous des ailes
antérieures, souvent rétrécie dans 1’espace 3, se
distingue souvent peu du fond. Macules du dessus
des ailes postérieures trés petites. Ocelles des
ailes antérieures, dessus, dessous et postérieures
dessus, petits, aplatis, non pupillés. Pas d’andro-
conies. Trop de dents sur la costa et absence des
deux fortes dents vers I’extrémité des valves. Ex-
trémités des valves pointues. Uncus courbe, sans
bosse vers le milieu en dessous. Juxta trapue,
avec une pointe arrondie, insertion des branches
trés basse. Saccus trés court. Aedeagus trop court.
Sternites non cintrés.

E. serotina (hybride pronoe x epiphron) :
peut-étre un peu petit. Couleur fond du dessous
des ailes antérieures avec des écailles rougeatres.
Forme des ailes antérieures avec un bord externe
souvent arrondi, bord externe souvent un peu
oblique. Le revers des ailes inférieures n’est pas
sombre, avec présence d’une bande postdiscale
claire assez nette. Bande postdiscale du dessus
des ailes antérieures assez souvent interrompue.
Bande postdiscale du dessous des antérieures pas
assez large et avec un rétrécissement dans 1’es-
pace 3. Macules du dessus des ailes postérieures
petites. Ocelles des ailes antérieures, dessus, des-
sous et postérieures dessus, assez petits, souvent
aplatis, peu pupillés. Ocelles du dessous des pos-
térieures trop petits et pas assez pupillés. Pas
d’androconies néomorphes. Trop de dents sur la
costa et absence des deux fortes dents vers I’ex-
trémité des valves. Extrémités des valves plus ou
moins pointues ; uncus un peu courbe, sans bosse
vers le milieu en dessous ; saccus un peu court ;
pointe de la juxta arrondie, branches de la juxta
insérées un peu bas.

E. gorge : trop petit. Couleur de fond du
dessous des ailes antérieures avec des écailles
rougeatres. Forme des ailes antérieures avec un
bord externe un peu oblique, celle des ailes posté-
rieures un peu allongée. Le revers des ailes infé-
rieures n’est pas sombre, avec une bande postdis-
cale claire assez nette. Bande postdiscale des ailes
antérieures treés large au dessus, mal délimitée au
dessous. Macules du dessus des ailes postérieures
trés larges. Ocelle 2 des ailes antérieures absents
dessus et dessous. Franges claires plus ou moins
entrecoupées de sombre en face des nervures.
Ecailles trop dentées et dents trés échancrées, pré-
sence de formes nettement triangulaires (fig. 15).
Valves avec une forte excroissance dentée vers le
milieu de la costa, légere protubérance pres de
I’extrémité. Absence des deux fortes dents vers
I’extrémité des valves. Uncus pointu, courbe, sans
bosse vers le milieu en dessous. Subunci spatu-
1és ; pointe de la juxta arrondie ; aedeagus trapu,
trop petit. Sternites le plus souvent peu cintrés.
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E. gorgone : trop petit. Couleur fond du
dessous des ailes antérieures avec des écailles
rougeatres. Semis d’écailles claires au revers des
inférieures. Bande postdiscale du dessus des ailes
antérieures trés large et trés sombre. Bande post-
discale du dessous des ailes antérieures trés
sombre et peu distincte du fond. Macules du des-
sus des ailes postérieures tres larges et tres
sombres. Ecailles un peu trop dentées en
moyenne, présence de formes nettement triangu-
laires (fig. 14). Extrémités des valves en massue.
Uncus pointu, courbe, la bosse en dessous se
trouvant vers la base et non vers le milieu. Subun-
ci spatulés. Pointe de la juxta arrondie. Saccus
court. Sternite 8 rectangulaire ou en escalier tron-
qué.

E. lefebvrei : bande postdiscale souvent
trés sombre le plus souvent trés restreinte sur le
dessus et le dessous des antérieures, absente au
tornus du dessous des antérieures. Macules ab-
sentes sur le dessus des postérieures. Ocelles des
quatre ailes trés gros, trés pupillés et prés du bord
(surtout aux inférieures). Excroissance avec
¢épines vers le milieu de la costa de la valve. Ab-
sence des deux fortes dents non loin de 1’extrémi-
té des valves. Uncus trop courbe, pointu, la bosse
en dessous se trouvant vers la base et non vers le
milieu. Partie interne du saccus courte. Aedeagus
en gouttiére. Sternite 8 rectangulaire.

E. oeme : le revers des ailes inférieures
n’est pas sombre. Bande postdiscale nettement
trop restreinte partout, notamment sur le dessous
des antérieures ou elle est absente dans 1’espace 3
et au fornus ; rétrécissement de la bande postdis-
cale dans I’espace 3 au dessus des antérieures.
Macules du dessus des ailes postérieures trés pe-
tites. Présence de macules postdiscales au dessous
des inférieures. Ocelles un peu petits ; présence
de 5 a 7 ocelles aux inférieures. Absence des deux
fortes dents vers I’extrémité des valves. Extrémi-
tés des valves pointues. Uncus pointu, courbe,
sans bosse vers le milieu en dessous. Juxta tra-
pue, avec une pointe arrondie avec une insertion
des branches trés basse. Saccus court. Aedeagus
trop long avec de forts renflements antérieur et
postérieur. Sternites souvent peu cintrés, le ster-
nite 8 étant tres étroit.

E. meolans : absence des deux fortes dents
non loin de ’extrémité des valves.

L’espéce qui comptabilise le moins de dis-
similitudes est meolans (une secule). Pour les
autres especes, les divergences par rapport a 1’es-
pece théorique reconstituée sont trés nombreuses
et souvent déterminantes. Le résultat de cette ana-
lyse désigne donc meolans comme étant la deu-
xieme espece parentale la plus probable. En con-
sidérant les deux approches (AFC et analyse mor-
phologique), la combinaison retenue, trés pro-
bable, est donc pronoe x meolans.

Analyses génétiques

Matériels et méthodes

L’ADN a été extrait en utilisant de la résine
sodée Chelex 100, 100-200 mesh (Biorad). Une
patte a été introduite dans un tube contenant 100
pl de Chelex a 10 % et 5 pl de protéinase K (20
mg / ml). Les échantillons ont été incubés pen-
dant une nuit a 55° C, puis a 100° C pendant 15
min.

Les amorces LepF1 et LepR1, respective-
ment

ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG et

TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA

ont été utilisées pour I’amplification de la COI
(géne mitochondrial codant pour la sous-unité 1
de la Cytochrome c oxydase) en obtenant un frag-
ment de 658 pb. Les conditions étaient : premiere
dénaturation a 92° C pendant 60 sec, puis 92° C
pendant 15 sec, 48° C pendant 45 sec et 62° C
pendant 150 sec en 5 cycles, puis suivis de 30
cycles supplémentaires a 52° C avec extension
finale a 62° C pendant 7 min.

Le géne nucléaire wg (protein wingless) a
été amplifié avec les amorces LepWgl et Lep-
Wg2, respectivement

GARTGYAARTGYCAYGGYATGTCTGG et
ACTNCGCARCACCARTGGAATGTRCA

dans les conditions suivantes : premiére dénatura-
tion a 95° C pendant 3 min, puis 95° C pendant
60 sec, 51° C pendant 60 sec et 72° C pendant 90
sec et ceci pendant 40 cycles. La dernicre étape
d’extension a ¢été effectuée a 72° C pendant 6
min. La longueur de fragment obtenue était de
403 pb.

Le geéne codant pour /752 (ITS, en anglais),
est une partie assez polymorphe (Espaceur Interne
Transcrit) dans la zone mutageéne de 1’ADN ribo-
somique) a été amplifié avec les amorces ITS3La
et ITS4-Euchloe, respectivement

GGGCATCGATGAAGAACGCAGCTAAC et
TCCTCCGCTTATTGATATGCTTAA)

dans les conditions suivantes : premiere dénatura-
tion a 94° C pendant 3 min, puis 94° C pendant
35 sec, 46° C pendant 30 sec et 72° C pendant 60
sec en 36 cycles. La derniére étape d’extension a
été effectuée a 72° C pendant 6 min. La longueur
de fragment obtenue était de 623 pb.

Les produits utilisés dans le cadre de
I’amplification en chaine par polymérase (PCR en
anglais) ont été purifiés et Sanger séquencés par
Macrogen Inc. Europe (Amsterdam, Pays-Bas).
Toutes les séquences ont été déposées dans Gen-
Bank (n ° d’accession MH917104-MH917108).
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Résultats

La séquence de COI obtenue (MH917104)
a été testée dans I’outil BLAST (base de données
permettant de vérifier et de comparer les sé-
quences de geénes ou parties de geénes) et s’est
avérée identique a KX277958 et presque iden-
tique (avec une différence d’un nucléotide) a
KX277960 et HE614681, toutes étant des sé-
quences d’Erebia pronoe, confirmant que la mére
de I’hybride appartenait a cette espece.

Aucune preuve d’hybridation n’a été trou-
vée dans /T7S2 (MH917105) : le chromatogramme
de Sanger n’a montré aucun double pic. Seules
deux séquences avec une homologie > 99 % ont
été retrouvées : une d’Erebia serotina (E. epi-
phron mile x E. pronoe femelle) : KC184897
avec seulement quatre différences nucléotidiques
et une séquence d’E. pronoe : KC184896 avec
cinq différences. Cela suggére que seul le géne
ITS2 d’E. pronoe était présent chez ce nouvel in-
dividu hybride, comme cela est aussi le cas dans
I’hybride E. serotina.

Contrairement au gene /752, les chromato-
grammes du geéne wg ont montré des pics
doubles. Leurs positions dans la séquence sont
exposées sur la fig. 16. Les doubles pics corres-
pondent parfaitement & une hybridation entre E.
pronoe et E. meolans. La combinaison et la com-
paraison des séquences des génes disponibles
dans GenBank confirment les résultats obtenus.

Commentaire et discussion

Au cours de la phase de recherche des ca-
ractéres, nous avons été confrontés a différents
problémes susceptibles de modifier les résultats.

Nous avons constaté un biais : les exem-
plaires de collection ne sont pas toujours repré-
sentatifs. Les particularités marginales sont sou-
vent surévaluées. En effet, les collectionneurs ont
une préférence, légitime mais marquée, pour les
plus « beaux » exemplaires, grands, colorés, bien
ocellés. Les exemplaires un peu hors norme ou
aberrants sont également recherchés. Ainsi, nos
exemplaires de pronoe ont nettement tendance a
étre petits (influence de la recherche de serotina).

Nous avons rencontré des difficultés pour
utiliser les critéres des écailles. Les plus longues
sont étroites et peu dentées. Les plus courtes, plus
larges et plus arrondies, ont davantage de dents
(les dents s’estompent pour les écailles tres

G GACT C AAT
A TCTC A GG C

rondes). Les écailles les plus longues recouvrent
partiellement les plus courtes et sont donc plus
exposées. On observe, chez un individu défraichi,
une proportion plus importante d’écailles courtes
et rondes comportant davantage de dents. Il en est
de méme dans un prélévement effectué avec in-
sistance. La forme dépend également de la zone
prélevée. Un prélévement est donc rarement re-
présentatif de la composition moyenne des
formes des €cailles d’un individu.

Malgré tout, on observe des différences,
semble-t-il, entre les individus de la méme espéce
et, évidemment, entre les espéces.

Les valves de I’hybride sont assez décon-
certantes. Si pronoe est désigné, il est difficile de
prévoir la forme des valves de 1’autre parent. Il
s’agit probablement d’un compromis entre des
formes trés différentes. En particulier, les deux
dents présentes vers 1’extrémité peuvent provenir
d’un arrangement entre les fortes dents situées
vers le milieu chez pronoe et a I’extrémité chez
meolans. Imprévisibles, ces refontes de caractéres
sont fréquentes chez les hybrides et n’affectent
généralement qu’une minorité des caractéres de
I’individu (LALANNE-CASSOU et al., 2017).

Un point sensible concerne 1’analyse mor-
phologique. Les comparaisons se font a partir
d’un seul individu hybride et non de la moyenne
d’une population. Un autre exemplaire aurait don-
né des valeurs probablement similaires mais
néanmoins différentes. Dans la majorité des cas
les résultats sont probants. Cependant, il est pos-
sible que la démarche n’aboutisse pas si ’indivi-
du est quelque peu hors norme. L’analyse de plu-
sieurs hybrides permettrait de consolider les ré-
sultats.

Dans notre cas, une fois le croisement éta-
bli, il s’avére que I’envergure de I’exemplaire est
supérieure a la valeur prévisible (moyenne des
deux especes) ce qui a pu fragiliser 1’exploitation
numérique.

En pratique, un résultat d’analyse biochi-
mique peut étre considéré comme une preuve. De
plus, PADN mitochondrial permet de définir le
sens du croisement. Toutefois, des recombinai-
sons ou des mutations peuvent perturber le bon
déroulement de I’analyse. Dans le cas de I’étude
d’un hybride les génes nucléaires de deux espéces
parentes coexistent et il est prudent de ne pas
s’arréter au premier essai.

T CCGCAGC

292—331[334[337(352[373[376/400} 403
G GTTTCAT

Fig. 16. - Séquence du gene wg de I’hybride avec la position des deux pics ainsi que les nucléotides correspondants.
La partie supérieure du schéma est identique au gene wg d’Erebia pronoe (MH917106, source GenBank) et sa partie
inférieure identique a E. meolans (MH917108, source GenBank).
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Dans notre cas, contrairement au résultat de
I’analyse morphologique, seul pronoe a été mis
en évidence lors des analyses de I’ADN mito-
chondrial (COI) et nucléaire (/7S2). Concernant
serotina, MICHEL et al. (2013) ont identifié¢ les
deux parents directement avec le géne ITS2. De-
vant ces résultats contradictoires la recherche a
¢été poursuivie. Les résultats des deux approches
s’accordent lors du séquengage d’un autre géne
nucléaire (wg). On peut remarquer que la re-
cherche biochimique utilisée seule n’aurait pas
abouti et que la démarche fondée sur la morpho-
logie a été profitable.

En ce qui concerne I’hybride lui-méme,
plusieurs points peuvent étre discutés.

Les similitudes que cet hybride présente
avec serotina ont été pergues des sa capture : sexe
male, pronoe impliqué dans le croisement, éloi-
gnement phylogénétique des espéces parentes,
mémes places de vol (altitude 1200 m), période
de vol automnale (octobre), rareté ; comme pour
serotina, I’hybride semblait « descendre de plus
haut ». Une telle concordance est surprenante. En
particulier, la date de vol trés tardive est inatten-
due dans la mesure ou la phénologie de meolans
(cycle annuel) difféere de celle d’epiphron
(généralement bisannuel). On peut également
s’interroger sur le comportement qui semble
pousser I’hybride a descendre.

Concernant sa rareté, on peut faire le rai-
sonnement suivant. Si I’on émet I’hypothése que
serotina et notre hybride volent ensemble, on de-
vrait trouver aussi bien I’'un que I’autre. Sachant
que serotina est activement recherché depuis plus
d’un demi-siécle, on peut conclure a 1’extréme
rareté de notre hybride. Il est peut-étre plus fré-
quent en été plus en altitude.

Un autre hybride (arcania x pamphilus)
(LALANNE-CASSOU et al., 2015) a été pris en fin
de saison et dans une localité similaire. En comp-
tant serotina, trois hybrides différents ont donc
été récoltés dans les mémes conditions. La date
tardive est-elle favorable a 1’émergence d’hy-
brides en montagne ? En fait, ces hybrides ont été
capturés en recherchant serotina, c’est-a-dire lors
d’une recherche assidue a une période ou les pa-
pillons sont peu nombreux. Ils passent peut-étre
inapergus en été.

Conclusion

Cet hybride naturel résulte du croisement
entre E. meolans (de Prunner, 1798) male et E.
pronoe (Esper, 1780) femelle.

Les méthodes utilisées dans cette étude
permettent de considérer que ce fait est avéré. Il
s’agit de la premiere mention d’un hybride issu
de ces deux especes.

Il nous reste a persévérer dans notre quéte
de serotina en espérant découvrir, en prime, des
nouveautés inattendues.
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