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Résumé

Les complexes nématobactériens (CNBs) entomopathogénes sont des associations naturelles
symbiotiques et mutualistes entre des nématodes et des bactéries parasites d’insectes. Dans le cadre
de ces associations, le nématode sert tout d’abord de vecteur a la bactérie, qu’il transporte dans le
sol et libere a l'intérieur du corps des insectes. La bactérie augmente quant a elle la virulence du
CNB, puis sert de ressource nutritive au nématode dans le cadavre de linsecte. En raison de
I'originalité de ces pathogénes et de leur potentiel en lutte biologique contre les insectes ravageurs
de cultures, les modalités de leurs interactions avec les insectes ont fait I'objet de nombreuses
études. Ces travaux ont permis d’établir que la capacité d’'un CNB a infecter et a tuer un héte dépend
d’une combinaison de facteurs écologiques et comportementaux, ainsi que du dialogue s’établissant
entre chague membre du CNB et le systeme immunitaire de l'insecte. Les insectes possedent un
systéme immunitaire élaboré et capable de répondre de facon adaptée a une grande diversité
d’agents infectieux. Ce systeme est basé sur trois composantes principales: des barrieres
épithéliales, des réponses cellulaires et humorales locales et des réponses humorales systémiques.
Bien qu’un grand nombre de stratégies et de facteurs permettant aux nématodes et aux bactéries de
contrer ces trois composantes ait été identifié au sein de différents modeéles d’interaction CNB-
insecte, I'étude du dialogue s’établissant entre chaque partenaire et le systéme immunitaire des
hotes souffre d’'un déficit de connaissance des aspects signalétiques et moléculaires des réponses
immunitaires que les insectes opposent a ces infections duales.

L'objectif premier de cette these était de contribuer au développement de ces connaissances au
travers d’'une analyse transcriptionnelle détaillée et structurée des réponses immunitaires d’un
modele d’insecte |épidoptere, Spodoptera frugiperda, a I'un des CNBs les plus étudiés, I'association S.
carpocapsae-X. nematophila. Dans le contexte scientifique actuel, ce travail était tout d’abord
caractérisé par deux nouveautés méthodologiques : 'utilisation d’une approche transcriptomique sur
tissus immuno-compétents pour identifier les génes de I'immunité affectés par l'infection par le CNB,
et l'utilisation d’'une méthode d’infection par injection de la bactérie et du nématode pour
discriminer les réponses immunitaires induites par chaque partenaire. Ce travail a permis d’obtenir
une image tres résolutive et structurée des réponses immunitaires de I'insecte qui servira de base de
travail pour (i) la caractérisation fonctionnelle des interactions des genes de I'immunité identifiés
avec chaque partenaire du CNB et (ii) 'étude détaillée du dialogue moléculaire entre le systeme
immunitaire de S. frugiperda et le CNB. Ce travail a également été marqué par la découverte de deux
potentiels nouveaux clusters de génes immunitaires, les GBHs et les UNKs, qui sont parmi les genes
les plus fortement induits lors de l'interaction tripartite. Nos analyses bioinformatiques et tests
d’activité préliminaires suggerent que les GBHs pourraient avoir été acquis par tranfert horizontal de
génes bactériens et que les UNKs pourraient résulter d’'une co-évolution d’insectes de la famille des
noctuelles avec des CNBs Steinernema-Xenorhabdus. Cette hypothése ouvre de nouvelles pistes de
recherches pour la compréhension des variations de sensibilité aux CNBs entomopathogenes au sein
de la diversité des insectes.

Mots clefs

Insecte, Immunité, Complexe nématobactérien entomopathogéne, Transcriptomique



Abstract

Entomopathogenic nematobacterial complexes (NBCs) are natural symbiotic associations between
nematodes and bacteria that are pathogenic for insects. In these associations, the bacterial partner
uses the nematode as a vector, which transports it in the soil and releases it inside the insect’s body.
The bacterium then increases the NBC's virulence and is used as a food supply by the nematode
partner in the insect’s dead body. Due to the originality of these dual pathogens and to their
potential for biological control of insect crop pests, studies have been conducted on diverse aspects
of their interactions with insects. These works have shown the ability of an NBC to infect and kill an
insect depends on a combination of ecological and behavioral factors, as well as on the dialogue
between the two partners of the NBC and the insect’s immune system. Insects possess an elaborate
immune system which is able the respond by adapted ways to a huge diversity of infectious agents.
This system relies on three main components: epithelial barriers, local cellular and humoral
responses and systemic humoral responses. A large number of strategies and factors used by NBCs to
counteract these three components have already been identified in several NBC-insect interaction
models. However, the study of the dialogue between each NBC partner and the hosts’ immune
systems is currently suffering from a lack of knowledge of the signaling and molecular aspects of the
insects’ immune responses to these dual infections.

The first goal of this thesis was to increase this knowledge through a detailed and structured
transcriptional analysis of the immune responses of a lepidopteran model, Spodoptera frugiperda, to
one of the most studied NBCs, the S. carpocapsae-X. nematophila association. In the current
scientific context, this work was mainly characterized by two methodologic novelties: the use of a
topologic approach for the transcriptomic analysis of the induced immune responses to the infection
by the NBC, and the use of an infection by injection method for the discrimination between the
nematode- and the bacterium-induced immune responses. This work allowed the observation of a
structured and highly resolutive picture of the induced immune responses, which will be used as a
working base for (i) the functional characterization of the interactions of identified immune genes
with each partner of the NBC, and (ii) for the detailed analysis of the molecular dialogue between the
immune system of S. frugiperda and the NBC. Finally, this work also allowed the identification of two
potential new clusters of immune genes, the GBHs and the UNKs, which are among the most
overexpressed genes during the tripartite interaction. Our preliminary bioinformatics analyses and
activity tests suggest the GBHs could have been acquired by horizontal gene transfer from bacteria
and the UNKs could result from a coevolution between noctuids and some Steinernema-Xenorhabdus
NBCs. This hypothesis opens new research trails for the understanding of the NBC-sensitivity
variations within insect diversity.
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Insect, Immunity, Entomopathogenic nematobacterial complex, Transcriptomics
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Préambule

Les complexes nématobactériens (CNBs) entomopathogenes sont des associations naturelles
symbiotiques et mutualistes entre des nématodes et des bactéries, qui cooperent pour
infecter et tuer les insectes afin de se développer dans leurs cadavres. En raison de leur
originalité et de leur potentiel dans le cadre de la lutte biologique contre les insectes
ravageurs de cultures, ces pathogenes ont été fortement étudiés depuis leur découverte en
1923. Les travaux réalisés ont permis d’explorer la diversité des CNBs, ainsi que leurs
écologies, comportements et mécanismes d’interaction avec leurs hotes insectes. lls ont
notamment montré que l'un des aspects majeurs déterminant le succes ou I'échec du
parasitisme est leur confrontation aux défenses immunitaires de I'hote. L'issue de cette
confrontation dépend de nombreux facteurs, incluant les stratégies d’échappement
immunitaire mises en ceuvre par les deux partenaires du CNB, mais aussi |'espéce et le stade
de développement de I’'hote. Les causes précises de ces variations sont encore inconnues,
notamment en raison d’une méconnaissance des aspects signalétiques et moléculaires des
réponses immunitaires que les insectes opposent a ces infections duales. L'objectif du présent
travail est de participer au développement de cette connaissance au travers d’une description
topologique et moléculaire des réponses immunitaires induites chez la larve d’un hote
lépidoptére face a l'infection par I'un des CNBs les plus étudiés, I'association Steinernema-
carpocapsae-Xenorhabdus nematophila. Ce travail nécessite en premier lieu une connaissance
détaillée du fonctionnement global du systéme immunitaire des insectes ainsi que de ses
bases moléculaires. C'est donc a ces aspects qu’est consacrée la premiére et majeure partie
de mon introduction bibliographique. Dans un second temps, et afin de resituer mes objectifs
de theése dans leur contexte scientifique, je présenterai différents aspects de I'étude des CNBs
entomopathogenes et de leurs interactions avec les insectes, en terminant par les précédents
travaux de description et de caractérisation moléculaires des réponses immunitaires d’autres

modeles d’insectes vis-a-vis des CNBs entomopathogénes.



l. Le systeme immunitaire des insectes et ses bases moléculaires

Dans leurs environnements, les insectes sont fréquemment confrontés a une grande diversité
d’agents infectieux, incluant des virus, des bactéries, des champignons et levures, des
protozoaires, mais aussi des métazoaires parasites et parasitoides. Pour s’en protéger, ils
possedent un systéme immunitaire élaboré, dont la remarquable efficacité intrigue depuis la
fin du XIXeme siécle. Ce systeme repose tout d’abord sur des barrieres physiques et
chimiques externes, qui protegent des blessures et des infections (Andersen, 2010 ; Wu et al.,
2010; Ferrandon, 2013). Il repose ensuite sur une mobilisation rapide de réponses cellulaires
et humorales locales principalement mises en oceuvre par les hémocytes, les cellules
immunitaires circulantes (Strand, 2008 ; Krautz et al., 2014). La derniére ligne de défense est
généralement la libération massive de divers effecteurs antimicrobiens dans I'"hémoccele
(cavité interne de l'insecte) par les cellules du corps gras, un organe central du métabolisme
des insectes (Ferrandon et al., 2007 ; Arrese and Soulages, 2010 ; Viljakainen, 2015). Enfin et
spécifiguement dans le cadre des réponses antivirales, les insectes peuvent également utiliser
I’ARN interférence pour dégrader les acides nucléiques viraux de facon locale et systémique
(Karlikow et al., 2014 ; Tassetto et al., 2017). Chacune de ces composantes principales de
I'immunité est associée a divers mécanismes de défense, dont la caractérisation moléculaire
et signalétique a été amorcée sur une ou quelques especes modeles. Dans cette premiere
partie, j'effectue une synthése de I'ensemble des données disponibles sur ce systeme, en
combinant descriptions globales des acteurs et réponses conservés de l'immunité des
insectes, et descriptions détaillées des aspects moléculaires et signalétiques décrits chez ces

espéces modeles.

A. Premiéres barrieres aux infections

Les épithéliums de surface sont les premiers tissus confrontés aux blessures, aux infections
opportunistes et aux pathogénes présents dans I'environnement. Chez les insectes, la
protection de ces épithéliums est assurée par une combinaison de barrieres physiques,
chimiques et mécaniques, auxquelles viennent s’ajouter des processus de réparation trés
efficaces. D’aprés I'état actuel de nos connaissances, ces défenses peuvent étre regroupées
en deux grandes catégories : celles qui sont associées aux épithéliums d’origine ectodermique

et celles qui sont associées a I'épithélium de l'intestin moyen. Les épithéliums d’origine
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ectodermique recouvrent la grande majorité des zones d’interface avec le milieu extérieur. lls
incluent I'épiderme, les épithéliums des voies respiratoires et génitales, et ceux des parties
antérieure et postérieure de l'intestin (Chen et al., 2005 ; Moussian, 2013). Les défenses
protégeant ces épithéliums présentent de nombreux points communs, et I'état actuel de nos
connaissances ne permet pas encore de les subdiviser de facon claire en sous-catégories.
L’épithélium de l'intestin moyen, d’origine endodermique, est quant a lui protégé par des
barriéres et mécanismes particuliers. Ces particularités sont étroitement liées a ses fonctions
digestives et a ses interactions privilégiées avec les microorganismes intestinaux (Ferrandon,

2013 ; Miguel-Aliaga et al., 2018).

1. Défenses des épithéliums d’origine ectodermique

1. a. Barriere cuticulaire

Les épithéliums d’origine ectodermique sont tout d’abord protégés par une barriere physique,
la cuticule, qui recouvre I'ensemble de I'épiderme, ainsi que la majeure partie des voies
respiratoires et génitales et les épithéliums des intestins antérieur et postérieur (Ferrandon,
2013 ; Chauvin and Kristensen, 2012). Elle est majoritairement synthétisée par les épithéliums
sous-jacents (Andersen, 2009) et peut étre subdivisée en trois parties. La partie la plus
externe est I'épicuticule. Elle est majoritairement constituée de lipoprotéines sclérotinisées
(reliées entre elles par des liaisons covalentes) et est surmontée d’une couche de cire qui
I'imperméabilise (Chauvin and Kristensen, 2012 ; Riddiford, 2009). La partie intermédiaire,
I'exocuticule, et la partie la plus interne, I'’endocuticule, sont constituées d’'un maillage de
fibres de chitine et de diverses protéines cuticulaires (Andersen et al., 1995). L’agencement et
la composition des constituants de I’exocuticule, ainsi que son degré de sclérotinisation
varient en fonction du stade de développement et des régions du corps de l'insecte, de

maniére a permettre sa mobilité tout en le protégeant des blessures (Andersen et al., 1995).
1. b. Synthése de peptides antimicrobiens

Un autre moyen de défense mis en ceuvre par les épithéliums d’origine ectodermique est la
sécrétion de peptides antimicrobiens (PAMs) dans le milieu extérieur. Des travaux réalisés
chez le modeéle diptere Drosophila melanogaster montrent que des PAMs peuvent étre

produits au niveau de chacun de ces épithéliums (Tzou et al., 2000 ; Tingvall et al., 2001), ce



qui semble cohérent par rapport a des observations réalisées chez d’autres espéces et ordres
d’insectes (Brey et al., 1993 ; Wu et al., 2016 ; Liu et al., 2017). Les PAMs sont généralement
des peptides cationiques de taille inférieure a 50 acides aminés agissant par déstabilisation
des membranes bactériennes (Zhang and Gallo, 2016). Chez les insectes, ils peuvent
également présenter des tailles plus importantes et des modes d’action plus complexes, ainsi
que des activités antivirales, antifongiques et antiparasitaires (voir section C/2. a.) (Yi et al.,
2014). Dans le cas du modéle D. melanogaster, chaque épithélium d’interface produit un
groupe spécifigue de PAMs dont |'expression basale ou inductible dépend essentiellement de
la voie signalétique Imd, principalement connue pour son roéle dans I'induction des réponses
humorales systémiques au niveau du corps gras (voir section C/1. a.) (Tzou et al., 2000 ;
Tingvall et al., 2001). Tandis que la majorité des épithéliums ne semblent synthétiser qu’une
ou deux familles de PAMs sur les sept identifiées chez D. melanogaster, certaines régions,
comme le tractus génital femelle et le cardia dans l'intestin antérieur, peuvent en exprimer

jusgu’a cing (Tzou et al., 2000 ; Tingvall et al., 2001).
1. c. Coagulation

Les insectes possédant un systeme circulatoire ouvert, toute blessure des épithéliums de
surface conduit a une fuite d’hémolymphe ainsi qu’a un important risque infectieux. Pour s’en
protéger, ils disposent tout d’abord d’'un mécanisme de coagulation efficace (Krautz et al.,
2014), dont la description détaillée a été amorcée chez D. melanogaster (Figure 1). Dans le cas
de ce modeéle, la coagulation se met en place dans les quinze premiéres minutes apres
blessure de I'épiderme (Galko and Krasnow, 2004). Elle débute par une capture d’hémocytes
circulants par adhérence aux tissus lésés (Babcock et al., 2008). Les hémocytes libérent
ensuite différentes protéines par sécrétion (ex : Hémolectine, GP150), émission d’exosomes
(ex : Transglutaminase) ou par lyse cellulaire (ex: Prophénoloxydase) (voir section B/2. b.)
(Schmid et al., 2019). Les protéines libérées s’organisent sous forme de fibres avec diverses
protéines plasmatiques, telles que Fondue, la Lipophorine et des Hexamérines, ce qui permet
de pieger les hémocytes et les éventuels pathogenes présents sur le site |ésé et de
commencer a combler la bréche (Krautz et al., 2014 ; Lemaitre and Hoffman, 2007). Par la
suite, la Transglutaminase libérée par les hémocytes forme des liaisons covalentes entre les
constituants du caillot, ce qui initie son durcissement. Enfin, la phénoloxydase (PO), qui

correspond a la forme maturée de la prophénoloxydase (proPO) libérée par les hémocytes,
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Figure 1 : Principaux constituants du caillot chez Drosophila melanogaster. Figure
modifiée de Lemaitre and Hoffmann, 2007.




mélanise la structure (voir sections B/3. a. et B/3. b.), ce qui achéve le processus de

durcissement du caillot (Galko and Krasnow, 2004 ; Krautz et al., 2014).
1. d. Réparation tissulaire

En parallele de la coagulation un processus de réparation se met en place. Chez D.
melanogaster, la réparation de I'épiderme est initiée dans les trente premieres minutes
suivant la blessure (Galko and Krasnow, 2004). Elle débute par un détachement de la cuticule
des cellules épithéliales situées sur le pourtour de la blessure, et par un allongement de ces
cellules en direction du centre de la Iésion (Galko and Krasnow, 2004 ; Tsai et al., 2018).
Suivant le stade de développement de l'insecte et le diameétre de la blessure, cet allongement
peut s’accompagner de la formation d’'un anneau d’actomyosine entre les cellules, qui crée
une force contractile permettant de coordonner leurs migrations (Belacortu et al., 2011 ; Tsai
et al., 2018). Apres environ une heure, les cellules fusionnent et forment un syncytium autour
de la blessure, puis des projections cellulaires de types lamellipode et filopode sont émises en
direction du centre de la lésion. Ces projections s’intercalent de part et d’autre de la zone
lésée, et fusionnent pour rétablir la continuité épithéliale environ dix heures aprés blessure
(Galko and Krasnow, 2004 ; Tsai et al., 2018 ). Dans les 24 heures apres blessure, les cellules
synthétisent une nouvelle cuticule trés épaisse, rétablissant ainsi totalement I'intégrité de la
barriere (Galko and Krasnow, 2004). Ce processus de réparation est finement régulé par
diverses voies de développement et de réponse au stress impliquées dans les remaniements
du cytosquelette d’actine (voies JNK et Hippo, axes Stit/Src et Pvfl/Pvr) (Wu et al., 2009 ;
Wang et al., 2009 ; Brock et al., 2012 ; Tsarouhas et al., 2014 ; Tsai et al., 2017), de la matrice
extracellulaire (voie JNK) (Stevens and Mc-Caw, 2012), dans la régulation des interactions
cellule-cellule et de la fusion cellulaire (voie Jak-Stat) (Lee et al., 2017) ainsi que dans la
synthése de la cuticule (voie JNK, axes Stit/Drk/ERK/Grh et Stit/Src42A/Grh) (Galko and
Krasnow, 2004 ; Wang et al., 2009 ; Tsarouhas et al., 2014).

2. Epithélium de l'intestin moyen

2. a. Matrice péritrophique

En raison de ses fonctions digestives, I’épithélium de I'intestin moyen est protégé par une

barriere physique plus poreuse que la cuticule, la matrice péritrophique (Ferrandon, 2013).
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Cette barriere est synthétisée par les cellules épithéliales intestinales, soit tout au long de
I'intestin moyen, soit dans une région spécifique de l'intestin, telle que le cardia (extrémité
antérieure de l'organe) (Lehane, 1997). Elle est constituée d’un maillage de chitine, de
protéines, de glycoprotéines et de protéoglycannes d’une porosité de 2 a 36 um (Lehane,
1997). En regle générale, le diamétre des pores permet la circulation des nutriments et des
enzymes digestives monomériques, tandis que la matrice protege l'intestin de I'abrasion ainsi

que du contact avec les microorganismes et de nombreuses toxines (Ferrandon, 2013).
2. b. Enzymes digestives et pH intestinal

L'organe est également protégé par des barrieres chimigques inhérentes a son
fonctionnement. La premiére d’entre elles est la sécrétion d’enzymes digestives dans la
lumiére intestinale. Bien que leurs effets sur les pathogenes n’ait pas été clairement établi, il
est probable que certaines d’entre elles s’opposent au maintien et a la croissance d’agents
infectieux, par exemple en dégradant leur surface ou leurs facteurs de virulence. Parmi les
principales enzymes candidates, on retrouve des lysozymes, qui pourraient dégrader le
peptidoglycane bactérien, des B—glucanases et chitinases, qui pourraient dégrader les -
glucanes fongiques, ou encore des pepsines, qui pourraient dégrader des protéines de surface
ou sécrétées (Espinoza-Fuentes and Terra, 1987 ; Lemos and Terra, 1991 ; Nayduch and
Joyner, 2013 ; Daffre et al., 1994 ; da Silva Moraes et al., 2014). Le pH intestinal, ainsi que ses
variations au niveau des différents segments de l'intestin peuvent également constituer une
barriére aux infections. Par exemple, le pH trés basique (jusqu’a pH 11) de I'intestin moyen de
divers lépidopteres, qui permet la digestion des tannins, inhibe la croissance de la plupart des
bactéries (Appel and Martin, 1990; Engel and Moran, 2013). Au contraire, chez D.
melanogaster, c’est le pH acide (pH 2 a pH 4) de la région médiane de l'intestin moyen qui
constitue un frein a la croissance bactérienne tout en favorisant I'absorption des métaux

(Overend et al., 2016 ; Miguel-Aliaga et al., 2018).
2. c. Synthése d’espéces réactives de I'oxygéne

Une autre barrieére chimique protégeant I'épithélium de I'intestin moyen est la production
d’espéces réactives de I'oxygene dans la lumiére intestinale (Diaz-Albiter et al., 2012 ; Oliveira

et al., 2013 ; Hu et al., 2013). Chez D. melanogaster (Figure 2), la production de ces molécules
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est assurée par les NADPH oxydases NOX et DUOX, qui sont localisées a la membrane des
entérocytes (Ha et al., 2009a, 2009b ; Xiao et al., 2017 ; Lee et al., 2013).

En I'absence d’infection, I'activité de NOX est constamment stimulée par l'acide lactique
libéré par des bactéries commensales telles que Lactobacillus plantarum. Cette activation
dépend de I'oxydation de I'acide lactique par une lactate déshydrogénase présente dans les
entérocytes, qui génere du NADH utilisé comme agent réducteur par NOX (Figure 2) (latsenko
et al., 2018).

DUOX est quant a elle régulée par des mécanismes complexes, permettant d’adapter son
activité ainsi que son expression a la charge du microbiote, a la présence de levures
alimentaires et a la présence de pathogénes. L'activité de DUOX dépend tout d’abord de la
quantité d’uracile que les bactéries libérent dans la lumiére intestinale (Kuraishi et al., 2013 ;
Lee et al., 2013). Cet uracile, qui est probablement reconnu par un récepteur couplé a une
protéine G (GPCR), induit une activation de la Phospholipase C au sein des entérocytes. La
Phospholipase C produit de l'inositol-1,4,5-trisphosphate, a l'origine d’une libération de
calcium par le réticulum endoplasmique, qui stimule I'activité enzymatique de DUOX (Ha et
al.,, 2009a). La faible production d’uracile par la majorité des symbiotes intestinaux de
I'insecte permet de maintenir cette voie a un faible niveau d’activation en I’absence de
pathogéne. En revanche, la forte production d’uracile par de nombreuses bactéries
pathogénes stimule son activité (Lee et al., 2013). L’expression de DUOX est induite via un axe
impliquant la protéine membranaire Mesh, les Arrestines et les voies des MAP kinases JNK et
ERK. Cette voie permet d’adapter finement le niveau d’expression de DUOX aux fluctuations
de la charge bactérienne dans l'intestin (Xiao et al., 2017). En cas d’infection bactérienne,
I'activation de la voie Imd et la production d’uracile bactérien induisent |’activation
additionnelle de la voie des MAP kinases MEKK1/MKK3/p38. Cette voie active le facteur de
transcription ATF2, qui induit I'expression de DUOX (Ha et al., 2009b ; Lee et al., 2013). Les
augmentations conjointes de I'expression et de I'activité de DUOX conduisent a une forte
production d’especes réactives de I'oxygéne entre une et quatre heures aprés ingestion de

bactéries pathogenes (Lee et al., 2013) (Figure 2).
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Figure 2 : Voies d’induction de la production d’espéces réactives de I'oxygéne dans
I'intestin moyen de Drosophila melanogaster. Figure modifiée de Kuraishi et al., 2013.
Les fleches en pointillés indiquent que la caractérisation de la voie est incompléte.




2. d. Synthése de peptides antimicrobiens

La quatrieme barriére chimique aux infections est I'expression et la sécrétion constitutive ou
inductible de PAMs dans la lumiére intestinale par les entérocytes (Tzou et al., 2000 ;
Hamilton et al., 2002 ; Wu et al., 2010 ; Vieira et al., 2016).

Les mécanismes régulant leur expression ont été étudiés de facon détaillée chez le modeéle D.
melanogaster. Comme au niveau des autres épithéliums d’interface chez ce modéle,
I’expression de PAMs dans l'intestin moyen dépend essentiellement de I'activation de la voie
signalétique Imd (Tzou et al., 2000). Au niveau de l'intestin moyen, cette voie est activée par
la protéine de liaison au peptidoglycane cytosolique PGRP-LE (Ferrandon, 2013). PGRP-LE
reconnait des fragments de peptidoglycane de type DAP. Le peptidoglycane est constitué de
chaines de polymeéres d’acide N-acétylmuramique et de N-acétylglucosamine reliés entre elles
par des chaines peptidiques de 4 acides aminés. Le peptidoglycane de type DAP est
caractérisé par la présence d’un acide diaminopymeélique en troisieme position de la chaine et
est principalement retrouvé chez les bactéries a Gram négative et chez certains bacilles a
Gram positive (Kurata, 2014). Une fois lié a un fragment de peptidoglycane, PGRP-LE interagit
avec la protéine adaptatrice Imd, ce qui initie une cascade signalétique intracellulaire (voir
section C/1. a.) aboutissant a la translocation du facteur de transcription Relish dans le noyau
cellulaire (Ferrandon, 2013). Dans le noyau, Relish se fixe sur des motifs d’ADN kB en amont
de génes immunitaires, pour induire leurs expressions (Tzou et al., 2000). Dans le cas de
I'intestin moyen, il induit notamment I'expression du PAM Diptéricine, qui présente des
activités contre les bactéries a Gram négative (Tzou et al., 2000 ; Uvell and Engstrém, 2007).
Dans des conditions basales, le niveau d’activation de cette voie est faible, ce qui permet de
tolérer la présence du microbiote intestinal. Cette faible induction résulte tout d’abord de la
localisation intracellulaire de PGRP-LE, dont I'activation nécessite donc un transport de petits
fragments de peptidoglycane vers l'intérieur des entérocytes. Elle résulte d’autre part de
I'action de divers régulateurs. La voie est tout d’abord régulée négativement par la PGRP a
domaine amidasique PGRP-LB, qui clive le peptidoglycane de maniére a empécher sa
reconnaissance par PGRP-LE. L'activation de la voie est également inhibée par le régulateur
Pirk, qui se fixe sur Imd et PGRP-LE, et empéche l'interaction entre les deux protéines. Dans la
partie postérieure de I'intestin moyen, I'expression des PAMs est également réprimée par le

régulateur transcriptionnel Caudal, qui n’a en revanche pas d’effet sur I'expression des
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régulateurs PGRP-LB et Pirk. En cas de surcharge bactérienne dans la lumiere intestinale, le
niveau d’activation de la voie est tel que la réponse s’amplifie malgré la présence de ces
régulateurs (Ferrandon, 2013).

Ces mécanismes d’induction et de régulation pourraient toutefois ne pas étre généralisables a
d’autres espéces d’insectes. Il a en effet été montré chez le lIépidoptere Bombyx mori que les
niveaux d’induction des PAMs dans l'intestin moyen suivaient la méme dynamique que ceux
de membres des voies Imd, Toll et Jak-Stat (Wu et al., 2010). La voie Toll étant la seconde voie
impliquée dans l'induction de I'expression des PAMs lors des réponses systémiques (voir
section C/1. c.) et la voie Jak-Stat participant également a I'induction de génes immunitaires
chez D. melanogaster (Lagueux et al., 2000 ; Ferrandon et al., 2007), les auteurs ont émis
I’"hypothése d’une coopération de ces trois voies dans l'induction de I’expression des PAMs au
niveau intestinal. Dans le cas de B. mori, cette induction débuterait généralement dans les
quatre heures aprés ingestion de bactéries a Gram négative ou a Gram positive (Wu et al.,

2010).
2. e. Contraction des muscles viscéraux

Lintestin moyen peut également étre protégé par un mécanisme récemment mis en évidence
chez D. melanogaster (Du et al., 2016), qui permet d’expulser par défécation les bactéries
pathogénes, dans les deux premieres heures apres ingestion (Du et al., 2016 ; Benguettat et
al., 2018). Ce processus est étroitement lié a I'activité de DUOX et a sa stimulation par
I'uracile bactérien. Une fois activée, DUOX produit une importante quantité de peroxyde
d’hydrogéne (H,0;), dont une partie est transformée en acide hypochloreux (HOCI) par son
domaine d’homologie aux péroxydases (Du et al., 2016). Les molécules d’"HOCI sont ensuite
reconnues par le récepteur TRPA1 (isoforme (A)10b), au niveau de la membrane apicale d’une
population de cellules entéroendocrines de lintestin moyen antérieur (Du et al., 2016 ;
Benguettat et al., 2018). Suite a cette interaction, un influx de calcium active la libération de
I’lhormone diurétique DH31 par les cellules entéroendocrines, du c6té basal de I'épithélium.
DH31 est alors reconnue par son récepteur DH31-R au niveau des muscles longitudinaux
bordant la face interne de I'épithélium, ce qui induit leur contraction (Benguettat et al., 2018).
Contrairement au péristaltisme intestinal, qui implique des contractions répétées des muscles
viscéraux circulaires, ce processus conduit a un raccourcissement de l'intestin moyen, qui se

rétracte sur lui-méme. Ce phénomeéne aboutit a une augmentation de la fréquence des
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défécations et a une réduction importante de la quantité de bactéries présentes dans le bol

alimentaire (Du et al., 2016 ; Benguettat et al., 2018).
2. f. Extrusion cytoplasmique

Dans le cas ou les barriéres citées précédemment n’empécheraient pas l'invasion par des
pathogénes et/ou la diffusion de leurs toxines jusqu’a I'épithélium, d’autres mécanismes de
protection sont directement mis en ceuvre au niveau épithélial. Tout d’abord, en cas
d’atteintes par des toxines, il a été montré chez D. melanogaster que les entérocytes sont
capables de relarguer une grande partie de leur cytoplasme dans la lumiére intestinale. Ce
processus d’extrusion cytoplasmique permet d’éliminer les organites endommagés, les
toxines et les éventuels pathogénes intracellulaires dans les trois heures aprés ingestion d’une
toxine formant des pores, sans rupture de la continuité épithéliale. Aprés un amincissement
considérable de I'épithélium, il retrouve son aspect normal dans les 24 heures, sans nécessité
de régénération tissulaire. Les mécanismes moléculaires régissant ce processus sont encore a
I’étude, mais il a été montré que la cycline J et les petites protéines sécrétées What else, La
costa et CG34212 sont impliquées dans la récupération de I'épithélium aprés amincissement

(Lee et al., 2016).
2. g. Régénération tissulaire

Le dernier mécanisme de protection de I'épithélium est la régénération tissulaire, qui a été
tres étudiée chez la Drosophile adulte. Dans le cas de cet insecte, I'épithélium de l'intestin
moyen est constitué d’'une majorité d’entérocytes, qui assurent la plupart des fonctions
digestives et immunitaires de I'organe. || comprend également des cellules entéroendocrines
sécrétrices d’hormones, ainsi que des cellules souches intestinales (ISCs) et des entéroblastes,
qui permettent le renouvellement de I'épithélium (Ferrandon, 2013 ; Miguel-Aliaga et al.,
2018). Chez une Drosophile en bonne santé, les ISCs se divisent fréquemment, permettant un
renouvellement complet de I'épithélium en environ sept jours (Amcheslavsky et al., 2009). Ce
renouvellement est contrélé par des voies signalétiques telles que JNK, Jak-Stat, Wnt, Hippo,
TGF-B, TOR et la voie du récepteur a I'Insuline, ainsi que par des régulateurs transcriptionnels
comme Escargot, GATAe, Daughterless et Charlatan. En regle générale, les ISCs se divisent de
facon asymétrique pour donner d’une part une nouvelle ISC et d’autre part un entéroblaste,

qui peut ensuite se différencier en entérocyte ou en cellule entéroendocrine. Les signaux
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impliqués dans la différenciation en entérocyte incluent une stimulation des voies Notch et
Jak-Stat, ainsi qu’une activation des facteurs de transcription Hinsight et Sox21a au sein de
I’entéroblaste. Les signaux impliqués dans la différenciation en cellule entéroendocrine
incluent une expression du facteur de transcription Prospero dans les ISCs, ainsi qu’une faible
sécrétion de la glycoprotéine Slit par les cellules entéroendocrines déja différenciées (Liu and
Jin, 2017 ; Miguel-Aliaga et al., 2018).

En cas de rupture de l'intégrité épithéliale, par exemple apres blessure ou suite a des
apoptoses et délaminations d’entérocytes endommagés, la continuité de I'épithélium peut
étre rapidement rétablie via une accélération du processus de renouvellement, dont la vitesse
peut étre multipliée par 20 (Ferrandon, 2013 ; Amcheslavsky et al., 2009). L'intensification de
la prolifération des ISCs repose sur l'intégration de signaux additionnels en provenance des
entérocytes lésés et des entéroblastes, mais aussi d’autres tissus environnants, incluant les
muscles viscéraux et les hémocytes (Figure 3) (Ayyaz et al., 2015 ; Chakrabarti et al., 2016 ; Liu
and Jin, 2017). En réponse a des signaux de danger (ex: tissus |ésés, especes réactives de
I’oxygene), les voies Hippo et JNK sont tout d’abord activées dans les entérocytes, et induisent
la libération de la cytokine activatrice de la voie Jak-Stat Unpaired 3 (Upd3). L’activation de la
voie Jak-Stat dans les muscles viscéraux en réponse a Upd3 induit la libération de Vein, une
cytokine activatrice de la voie du récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR), par
les cellules musculaires. En paralléle, la perception de dommages induit la libération de la
cytokine activatrice de la voie Wnt Wingless (Wg) par les entéroblastes. En réponse a
I’ensemble de ces cytokines, les voies Jak-Stat, Wnt et I'axe EGFR/Ras/MAPK sont activés dans
les ISCs, ce qui stimule leurs activités mitotiques (Kuraishi et al., 2013 ; Liu and Jin, 2017). Les
hémocytes recrutés au niveau de la lésion participent a cette induction via la sécrétion de
cytokines pro-prolifératives, telles des cytokines Upd ou encore Decapentaplegic (Dpp), qui
appartient a la voie du TGF-B (Ayyaz et al., 2015 ; Chakrabarti et al., 2016). Enfin, une boucle
autocrine impliquant la cytokine PDEF and VGEF-related factor 2 (Pvf2) et son récepteur Pvr
au niveau des ISCs, contribue également a I'accélération de leur renouvellement (Liu and Jin,

2017).
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B. Réponses cellulaires et humorales localisées

Lorsque les défenses locales échouent a protéger l'insecte, les hémocytes constituent la
seconde ligne de défense face aux infections. Suivant le type de pathogene rencontré, les
hémocytes peuvent tout d’abord mettre en ceuvre différentes réponses cellulaires. La
premiere d’entre elle est la phagocytose, un processus conservé permettant I'internalisation
et I'élimination de particules de tailles supérieures a 0,5 um, telles que des bactéries ou des
levures, dans un phagolysosome (Rosales and Uribe-Querol, 2017). La seconde est la
nodulation, qui permet de piéger des amas entiers de bactéries via des agrégations
d’hémocytes. La troisieme est I'encapsulation, un processus trés similaire a la nodulation qui
permet d’éliminer des particules ou pathogenes de grandes tailles. De plus, certains
hémocytes jouent un réle crucial dans la production d’'une réponse humorale quasi-
constitutive appelée la mélanisation, qui participe au piégeage et a |"élimination des
pathogénes dans différents contextes (Strand, 2008). Ces réponses sont assurées par
différents types d’hémocytes dont la production dépend du stade développemental et du
statut physiologique de linsecte, et dont le recrutement et I'activation dépendent de
I'intégration de divers signaux (Banerjee et al., 2019). Dans cette deuxiéme partie, je
commencerai donc par décrire les processus de production, de recrutement et d’activation
des différents types d’hémocytes, avant de présenter de facon détaillée les réponses qu’ils

peuvent mettre en ceuvre face a différents types de pathogénes.

1. Hématopoiese

Il existe une grande diversité de types d’hémocytes, dont le nombre et la nature peuvent
varier en fonction de l'espece d’insecte considérée (Hillyer, 2016). En régle générale, les
insectes produisent au moins trois types d’hémocytes, qui sont associés a des fonctions
immunitaires relativement bien conservées. Le premier d’entre eux, qui est souvent
majoritaire, assure essentiellement des fonctions phagocytaires. Ces hémocytes sont
généralement nommés granulocytes, sauf dans le cas de D. melanogaster, chez laquelle ils
sont appelés plasmatocytes. Le second type d’hémocytes, qui correspond généralement aux
plasmatocytes, ou aux lamellocytes chez D. melanogaster, est principalement caractérisé par
ses capacités d’étalement, qui sont essentielles aux processus de nodulation et

d’encapsulation. Enfin, le troisieme type d’hémocytes est celui des cenocytoides, ou cellules a
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cristaux chez D. melanogaster. Ces cellules ont pour principales fonctions de stocker et de
transporter la proPO, qui est essentielle a I'induction de processus de mélanisation au niveau
de foyers infectieux ou de blessures (Strand, 2008 ; Hillyer, 2016). La capacité d’un insecte a
répondre de facon rapide et appropriée a un pathogéne dépend en partie de sa capacité a
produire ces différents types d’hémocytes de facon basale ou inductible. Dans cette section,
je présenterai donc les modes de production de ces cellules, en fonction de I'espece d’insecte

considérée et de son stade de développement.
1.a. Hématopoiése chez ’embryon

Chez les insectes, la genése des hémocytes débute dés le stade embryonnaire, auquel ils
participent au développement de I’'embryon, mais aussi a sa protection vis-a-vis des blessures
(Evans and Wood, 2014 ; Hillyer, 2016).

Ces premiers processus hématopoiétiques ont été étudiés de fagon particulierement détaillée
chez D. melanogaster (Figure 4). Dans le cas de ce modéle, la premiére vague de production
d’hémocytes débute peu de temps apres la gastrulation, a partir du mésoderme
procéphalique, dans la partie antérieure de I'embryon (Tepass et al. 1994). Elle permet de
produire environ 700 plasmatocytes, puis 20 a 30 cellules a cristaux (Tepass et al. 1994 ;
Lebestky et al., 2000). La différenciation des cellules du mésoderme requiert les activités du
facteur de transcription Serpent et de son régulateur négatif U-shaped dans les deux cas.
Dans le cas de la différenciation en plasmatocytes, elle requiert en outre les facteurs de
transcription Glial cells missing (GCM) et GCM-2, tandis que I'absence de GCM et GCM-2 et la
présence du facteur de transcription Lozenge induisent la différenciation en cellules a cristaux
(Banerjee et al., 2019). Les plasmatocytes produits migrent et se dispersent ensuite
progressivement dans I'embryon en assurant des fonctions phagocytaires (Tepass et al. 1994),
tandis que les cellules a cristaux se regroupent au niveau du cardia (Lebestky et al., 2000).

Un processus similaire a été observé chez le Iépidoptére Manduca sexta. Chez ce modéle, les
principaux hémocytes produits sont des granulocytes et des plasmatocytes. Seuls les
granulocytes sont produits et migrent au cours des premiers stades embryonnaires, en
assurant des fonctions phagocytaires et en produisant des constituants de la lame basale. Les
plasmatocytes n’apparaissent quant a eux qu’a la fin du développement de I'embryon, au

niveau des deuxiéme et troisieme segments thoraciques (Nardi, 2004).
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1.b. Hématopoiése chez la larve

Le processus d’hématopoiése chez la larve a également été tres étudié chez D. melanogaster.
Dans le cas de cet insecte, la génération de nouveaux hémocytes au cours du développement
larvaire peut se produire a partir d’hémocytes sessiles, circulants ou bien dans un organe
spécialisé appelé la glande de la lymphe, qui est situé sur la face dorsale de la larve (Figure 4)
(Banerjee et al., 2019).

Les hémocytes sessiles sont retrouvés dans des poches hématopoiétiques localisées entre
I’épiderme et les couches de muscles sous-jacentes. Tout comme les hémocytes circulants, ils
sont issus des plasmatocytes et cellules a cristaux produits au cours du développement
embryonnaire (Vlisidou and Wood, 2015). Chez la larve, ces cellules acquiérent la capacité de
se régénérer et les plasmatocytes peuvent méme se transdifférencier en cellules a cristaux
suite a I'activation de la voie Notch, ou en lamellocytes, suite a une surexpression du facteur
de transcription Kriippel (Stofanko et al., 2008 ; Leitao and Sucena, 2015). Ces poches sont
localisées a proximité de neurones périphériques, qui promeuvent le maintien des hémocytes
dans leur compartiment sessile, ainsi que leur prolifération via une libération d’Activine-B3, un
ligand activateur de la voie du TGF-B (Makhijani et al., 2017).

La glande de la lymphe est un organe compact constitué de plusieurs lobes, qui produit des
hémocytes au cours du développement larvaire, mais n’en libére pas dans la circulation chez
une larve en bonne santé (Banerjee et al., 2019). Le lobe antérieur, qui est le mieux décrit, se
compose de trois zones principales : le centre signalétique postérieur, qui correspond a un
centre régulateur de I'hématopoiese, la zone médullaire, qui comprend des cellules
progénitrices d’hémocytes, et la zone corticale, au sein de laquelle les hémocytes se
différencient en plasmatocytes, en cellules a cristaux, et plus rarement en lamellocytes (Jung
et al., 2005). La principale fonction du centre signalétique postérieur est d’émettre des
signaux régulant la production et la différenciation des cellules progénitrices de la zone
médullaire. Ces signaux incluent la cytokine Dpp, qui inhibe la génération de cellules
progénitrices via la voie Notch. lls incluent également la cytokine Hedgehog (Hh), qui inhibe
leurs différenciations via une activation du facteur de transcription Cubitus interruptus. Le
centre émet par ailleurs la cytokine Pvfl, qui se lie a son récepteur Pvr au sein de la zone
corticale, ce qui induit I'expression du facteur de croissance Adenosine deaminase growth

factor A (Adgf-A), qui régule négativement la différenciation des cellules progénitrices dans la
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zone médullaire (Banerjee et al.,, 2019). D’autres facteurs, tels que les facteurs de
transcription U-shaped et Collier, les protéines E-cadhérine, Asrij et Terribly reduced optic
lobe (Trol), ainsi que des facteurs liés a la signalisation calcique, inhibent leurs différenciations
directement au niveau des zones médullaire et corticale. A I'inverse, la différenciation des
cellules progénitrices est induite par la voie du facteur de croissance des fibroblastes (FGF)
ainsi que par la production d’espéces réactives de I'oxygéne, via une activation de la voie JNK
et du facteur de transcription FOXO. Au niveau de la zone corticale, les facteurs de
transcription Serpent et Pannier sont impliqués dans la différenciation des plasmatocytes,
tandis que les voies Wnt et Notch et les facteurs de transcription Serpent et Lozenge sont
impliqués dans la différenciation des cellules a cristaux (Banerjee et al., 2019).

En réponse a une blessure ou a une infection, divers signaux peuvent stimuler la production
et la différenciation des hémocytes en circulation ou au sein de la glande de la lymphe (Figure
4). Ces réponses ont été fortement étudiées dans le cadre d’infections par des guépes
parasitoides, qui piquent et pondent leurs ceufs a I'intérieur des larves de Drosophile. Ce type
d’infection induit généralement une prolifération d’hémocytes ainsi qu’une forte production
de lamellocytes dés 6 heures aprés infection (Banerjee et al., 2019). Au niveau de la glande de
la lymphe, les principales voies signalétiques impliquées sont Toll, INK et Jak-Stat, ainsi que les
voies induites par I'EGFR et le Pvr (Sorrentino et al., 2002 ; Zettervall et al., 2004 ; Sinenko et
al.,, 2012 ; Tokusumi et al., 2009 ; Louradour et al., 2017 ; Tokusumi et al., 2017). Une
production d’especes réactives de I'oxygene dans le centre signalétique postérieur en réponse
a la blessure infligée par la guépe joue également un role primordial. Elle promeut d’une part
I’activation des voies Toll et de 'EGFR dans |'organe, et réprime d’autre part la voie Notch, ce
qui favorise la différenciation en lamellocyte plutét qu’en cellule a cristaux (Small et al., 2014 ;
Louradour et al., 2017). Elle active également la voie de I'EGFR dans les hémocytes circulants,
ce qui participe a induire leur différenciation en lamellocytes (Sinenko et al., 2012). Dans le
cas d’'une infection par injection de bactéries, c’est au contraire la production de
plasmatocytes et de cellules a cristaux qui est favorisée. Dans la glande de la lymphe, la
production de ces hémocytes est augmentée suite a la rupture des jonctions septées qui
relient entre elles les cellules du centre signalétique postérieur. Cette rupture favorise
probablement la circulation de signaux pro-prolifératifs vers les cellules progénitrices de la

zone médullaire. Une expérience de suractivation des voies de I'immunité humorale Imd et
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Toll dans la glande de lymphe suggére que chacune d’entre elles pourrait étre responsable de
ces pertes d’adhérence, en réponse a la détection d’agents pathogenes (Khadilkar et al.,
2017). Ces phénomenes de prolifération et de différenciation sont régulés négativement par
un mécanisme dépendant de la protéine membranaire Hemese, qui est spécifiquement
exprimée par les hémocytes (Kurucz et al., 2003).

Les processus d’hématopoiese de la larve ont également été étudiés chez divers modeéles
lépidoptéres. Globalement, les études montrent que la production d’hémocytes peut étre
initiée a partir de cellules progénitrices ou d’hémocytes circulants, ainsi qu’au niveau
d’organes hématopoiétiques, qui en liberent en permanence ex vivo (Akai and Sato, 1971 ;
Monpeyssin and Beaulaton, 1978 ; Gardiner and Strand, 2000 ; Mangalika et al., 2010 ; Tan et
al., 2013 ; Liu et al., 2013). Il existe 4 organes hématopoiétiques chez les lépidopteres, qui
sont localisés a proximité des disques imaginaux (tissus de cellules indifférenciées précurseurs
des ailes et des pattes de I'adulte) au niveau du méso- et du métathorax (Monpeyssin and
Beaulaton, 1978 ; Gardiner and Strand, 2000). Ces organes peuvent soit présenter une
structure compacte et contenir principalement des cellules progénitrices, soit présenter une
structure réticulée, et contenir des populations séparées de cellules progénitrices et
d’hémocytes différenciés (Monpeyssin and Beaulaton, 1978). Les hémocytes différenciés
incluent des plasmatocytes et des granulocytes en proportions variables, ainsi qu’une
minorité d’cenocytoides et de cellules a sphérules (dont la fonction dans I'immunité est
encore incertaine) (Akai and Sato, 1971 ; Monpeyssin and Beaulaton, 1978 ; Gardiner and
Strand, 2000 ; Liu et al., 2013). La signalisation associée a la production et a la différenciation
des hémocytes chez ces modeéles est encore mal comprise, mais des études suggerent qu’une
cytokine, le Parasitic Peptide (PP), a un impact négatif sur la production d’hémocytes par les
organes hématopoiétiques, tandis que l'insuline, I’'hormone de mue 20-hydroxyecdysone et
d’autres facteurs plasmatiques de nature inconnue, ont un impact positif (Nakahara et al.,

2003 ; Nakahara et al., 2006).
1. c. Hématopoiese chez I'adulte

L’hématopoiese chez l'insecte adulte a principalement été documentée pour des modeéles
diptéres, qui ne possédent pas d’organe hématopoiétique a ce stade (Lanot et al., 2001 ;
Grigorian et al., 2011 ; King and Hillyer, 2013). Dans le cas de D. melanogaster, |la glande de la

lymphe est détruite a la fin du développement larvaire, ce qui libére les hémocytes produits
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dans la circulation. Conjointement avec les hémocytes d’origine embryonnaire, ces cellules
assurent ensuite diverses fonctions lors de la métamorphose (Lanot et al., 2001 ; Grigorian et
al., 2011). Au stade adulte, I'ensemble des populations se maintiennent et passent sous forme
sessile ou circulante (Holz et al., 2003 ; Ghosh et al., 2015). Les compartiments sessiles sont
localisés au niveau de 'abdomen, a proximité de I'épiderme (Ghosh et al., 2015). Chez I’adulte
en bonne santé, les hémocytes sessiles ne se multiplient pas (Lanot et al., 2001). En revanche,
il @ récemment été montré par marquage a la bromo-désoxy-uridine, que des cellules
contenues dans ces compartiments se multiplient aprés infection bactérienne. Par ailleurs, la
présence de cellules indifférenciées au sein de ces compartiments suggére qu’ils pourraient
constituer des centres hématopoiétiques uniquement activés apres infection (Ghosh et al.,
2015).

Dans le cas particulier du moustique Aedes aegypti, I'ingestion de sang induit la production
par le cerveau d’Insuline, qui régule la digestion et la formation d’ceufs mais aussi la
prolifération des hémocytes circulants de I'insecte. L'insuline est reconnue par le récepteur
Mosquitoe insulin receptor (MIR) présent a la surface des hémocytes matures : les
granulocytes et les cenocytoides. Cette reconnaissance stimule leurs activités mitotiques et
protege linsecte des infections bactériennes (Castillo et al., 2011). La signalisation
intracellulaire en aval de la reconnaissance de I'Insuline n’a pas été décrite pour ce modéle,
mais une étude menée chez le moustique Anopheles gambiae suggére qu’elle pourrait
impliquer des MAP kinases (Bryant and Michel, 2014).

La prolifération d’hémocytes chez I'adulte a également été observée chez le criquet Locusta
migratoria, au niveau des hémocytes circulants. En revanche, et bien que les orthopteres
possedent encore leur organe hématopoiétique au stade adulte, aucune prolifération

cellulaire n’est détectée dans I'organe apres challenge immunitaire (Duressa et al., 2015).

2. Recrutement et activation des hémocytes

2. a. Processus de recrutement

Suite a la perception de signaux de danger, tels qu’une infection, des dommages ou encore
des cellules tumorales (Evans and Wood, 2014 ; Vlisidou and Wood, 2015), les hémocytes
peuvent étre recrutés de deux maniéres: par capture des hémocytes circulants et/ou par

rupture des compartiments sessiles avoisinants et migration des hémocytes en direction du
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signal. La capture des hémocytes circulants est par exemple observée chez la larve de D.
melanogaster, en réponse a des blessures épidermiques. Il s’agit d’'un mécanisme passif, qui
résulte probablement d’une fixation d’hémocytes circulants a des débris cellulaires et/ou a
des facteurs plasmatiques déposés sur le site |ésé (Babcock et al., 2008).

En revanche, la libération et la migration des hémocytes sessiles est un processus actif,
requérant des modifications de morphologie et de propriétés adhésives, ainsi que la
perception de signaux chimiotactiques. Seulement quelques facteurs impliqués dans le
chimiotactisme ont été identifiés chez les insectes. Les premiers d’entre eux ont été identifiés
chez 'embryon de D. melanogaster. Au stade embryonnaire, I'épiderme de D. melanogaster
exprime la NADPH oxydase DUOX, qui libere de I'H,0, en réponse aux blessures. Plus
précisément, DUOX est activée suite a une libération intracellulaire de calcium initiée sur le
pourtour de la blessure, et qui s’étend aux cellules environnantes via un transport d’inisitol-
1,4-5-trisphosphate. Ce mode d’activation permet de créer un gradient d’'H,0O, qui s’étend
vers la périphérie (Moreira et al., 2010). Par un mécanisme impliquant la Phosphatidylinositol-
3-kinase, ainsi que les kinases Src42A et Shark et le récepteur phagocytaire Draper-l, les
hémocytes embryonnaires répondent a ce signal en migrant vers la blessure, qu’ils atteignent
en quelques minutes (Wood et al., 2006 ; Razzell et al., 2013 ; Evans and Wood, 2014). Ces
observations suggerent que I’'H,0, pourrait étre le médiateur chimiotactique reconnu par les
hémocytes. Cependant, une étude récente de modélisation des déplacements spatio-
temporels des hémocytes apres blessure suggere que, chez la pupe de D. melanogaster, le
signal chimiotactique pergu par les cellules diffuse plus lentement que I’'H,0,. Selon les
auteurs, I'hypothése la plus probable est que la fonction de I'H,0, soit de permettre aux
hémocytes voisins de la lésion d’étre réceptifs au signal chimiotactique (Weavers et al., 2016).
La molécule correspondante n’a pas encore été identifiée chez la Drosophile, mais une étude
menée chez le lépidoptere Pseudaletia separata suggere que des peptides sécrétés
pourraient jouer ce rble dans le cadre de la réponse aux blessures et aux infections. Il a en
effet été montré qu’un peptide sécrété, le Peptide chimiotactique hémocytaire (HCP), exerce
un pouvoir d’attraction sur les hémocytes de la larve ex vivo, et que son inactivation par un
anticorps empéche le recrutement d’hémocytes au niveau des blessures épidermiques in vivo.
Le peptide, qui est notamment exprimé dans I'épiderme, se localise au niveau de la cuticule

apres sécrétion. Suite a une blessure, il devient accessible aux hémocytes, qui suivent le
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gradient d’HCP jusqu’a la lésion. Une fois recrutés, les hémocytes produisent a leur tour le
peptide, notamment en réponse aux bactéries ayant franchi I'épiderme, ce qui permet de
recruter davantage d’hémocytes (Nakatogawa et al., 2009).

En réponse aux signaux de danger, les hémocytes quittent leur compartiment sessile, et
migrent au travers de la matrice extracellulaire jusqu’a la source du signal. Les mécanismes
moléculaires induisant le départ du compartiment sessile sont encore mal compris, mais des
expériences de mutagenese par gain ou perte de fonction dans les hémocytes de D.
melanogaster suggerent que diverses protéines associées a I'adhérence et/ou a la mobilité
(ex: GTPase Racl, Rho GEF2, Intégrine a—PS3), ainsi que plusieurs régulateurs
transcriptionnels (ex: Basket, Kriippel, Escargot, Charlatan) pourraient étre impliqués
(Williams et al., 2006 ; Stofanko et al., 2008). Il a par ailleurs été montré que I'activation de la
voie Toll dans le corps gras induit la mobilisation des hémocytes sessiles via un mécanisme
dépendant de la protéine Immune response deficient 1 (Ird1), qui est impliquée dans le trafic
vésiculaire (Schmid et al., 2014 ; Schmid et al., 2016).

La migration des hémocytes implique la formation d’extensions cellulaires de type
lamellipode en direction du signal chimiotactique. Ces lamellipodes établissent des
adhérences focales avec la matrice environnante, permettant de tirer la cellule vers I'avant
par rétractation des filaments d’actine présents au sein des lamellipodes. Parallelement, les
adhérences focales a I'arriere de la cellule se rompent, tandis que le cytosquelette d’actine se
contracte a I'avant de la cellule (Williams et al., 2006). Ce processus complexe nécessite en
premier lieu la mobilisation de nombreux régulateurs de la dynamique du cytosquelette
d’actine, tels que la Fascine, Mena, Arp2/3, ou encore les GTPases Racl et Rac2 qui
participent a la formation des lamellipodes chez la Drosophile (Paladi and Tepass, 2004 ;
Stramer et al., 2005 ; Zanet et al., 2009 ; Tucker et al., 2011 ; Sander et al., 2013). Pour que la
migration soit polarisée, la dynamique des filaments d’actine doit étre finement coordonnée
avec celle du réseau de microtubules. Cette coordination implique diverses Intégrines ainsi
gue la protéine de liaison aux microtubules CLIP-associating protein (Clasp) (Stramer et al.,
2005 ; Comber et al., 2013). La GTPase Cdc42 joue également un réle dans le maintien de la
polarité cellulaire (Sampson and Williams, 2012). Enfin, la formation d’adhérences focales,

régulée par la GTPase Racl et le facteur de transcription Basket de la voie JNK, requiert en
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particulier I'intégrine B-PS, aussi nommée Myospheroid (Williams et al., 2006 ; Comber et al.,

2013 ; Moreira et al., 2013).
2. b. Processus d’activation

Pour pouvoir répondre aux blessures et aux infections, les hémocytes doivent également étre
activés. Selon le type d’hémocyte, cette activation peut impliquer une augmentation des
capacités adhésives et d’étalement, une modulation de la production de PAMs et d’especes
réactives de I'oxygene, ou encore une induction de processus de lyse cellulaire dans le cas des
hémocytes stockant la proPO (Irving et al., 2005 ; Bidla et al., 2007 ; Shrestha and Kim, 2009 ;
Tsuzuki et al., 2014 ; Park et al., 2015).

Une voie centrale dans I'activation et la coordination de tous ces processus est la voie des
éicosanoides. Les éicosanoides sont des dérivés oxygénés d’acides gras polyinsaturés
comprenant 20 atomes de carbone. Chez les insectes, il en existe de trois types : les
prostaglandines, synthétisées par la Peroxinectine, les leucotrienes, synthétisés par la
Lipoxygénase et les époxyéicosanoides, synthétisés par 'Epoxydase. Leurs précurseurs sont
issus du clivage de phospholipides membranaires par des Phospholipases A2 (PLA,) intra- ou
extracellulaires (Stanley and Kim, 2019). Ces molécules peuvent servir de médiateurs dans le
cadre de divers processus physiologiques, via des interactions avec des GPCRs. Leur
implication dans l'induction de toutes les réponses cellulaires a été mise en évidence chez
diverses especes d’insectes, incluant principalement des I|épidoptéres, mais aussi des
coléopteres, des orthopteres et le diptere D. melanogaster (Stanley and Kim, 2011). Suivant
I'espece d’insecte, cette voie peut stimuler la production d’especes réactives de I'oxygéne par
la NADPH oxydase hémocytaire NOX (Park et al., 2015), les capacités d’agrégation et
d’adhérence des hémocytes (Marin et al., 2005 ; Miller et al., 2005 ; Srikanth et al., 2011) ou
encore la lyse des cenocytoides (Shrestha and Kim, 2009a ; Shrestha et al., 2011). Les voies
signalétiques en amont et en aval de ces médiateurs ne sont pas encore clairement élucidées,
mais il a été montré qu’ils peuvent agir conjointement avec des cytokines et autres
médiateurs, telles que des peptides sécrétés de la famille ENF, I'oxyde nitrique (NO), ou
encore des monoamines biogénes (Stanley and Kim, 2019).

La famille ENF comprend 16 peptides connus de 23 a 25 acides aminés qui présentent un
domaine central similaire au domaine C-terminal de 'EGFR et un motif N-terminal Glutamate-

Asparagine-Phenylalanine. Ces peptides sont sécrétés sous forme de précurseurs par
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différents tissus, puis sont activés dans le plasma par protéolyse (Wang et al., 1999 ; Clark et
al., 1998 ; Strand et al., 2000 ; Kamimura et al., 2001 ; Tsuzuki et al., 2012). Il s’agit de
médiateurs impliqués dans le développement, la réponse au stress, et divers aspects de
I'immunité (Skinner et al., 1991 ; Ohnishi et al., 1995 ; Furuya et al., 1999 ; Wang et al., 1999 ;
Clark et al., 1997 ; Strand et al., 2000 ; Shears and Hayakawa, 2018). Il a en effet été montré
chez plusieurs modeles |épidoptéres, qu’un peptide de cette famille, le Plasmatocyte
spreading peptide 1 (PSP-1), induit une augmentation des capacités d’étalement et
d’agrégation des hémocytes larvaires des trente minutes apres contact (Clark et al., 1997 ;
Strand and Clark, 1999 ; Wang et al., 1999). Chez le modeéle Spodoptera exigua, I'activation
des plasmatocytes par le PSP-1 dépend d'un mécanisme impliguant une synthese
d’éicosanoides, une libération de calcium et la GTPase Rac 1 (Srikanth et al., 2011 ; Park et al.,
2013). Un autre peptide ENF, le Growth Blocking Peptide (GBP), produit des effets tres
similaires sur les hémocytes des lépidopteres Pseudaletia temperata et Pseudoplusia
includens et du diptére D. melanogaster (Strand et al., 2000 ; Oda et al., 2010 ; Tsuzuki et al.,
2014). La signalétique associée a ces effets a été en grande partie élucidée sur une lignée
d’hémocytes embryonnaires de D. melanogaster (cellules S2), ainsi que sur des plasmatocytes
larvaires de P. temperata. Une fois maturé, le GBP se lie a son récepteur Methuselah-like 10
(Sung et al., 2017), ce qui induit la phosphorylation de la protéine adaptatrice P77 au niveau
de la membrane des hémocytes (Oda et al., 2010). Cette phosphorylation permet I'activation
la Phospholipase C, qui produit de I'inositol-1,4,5-trisphosphate, a I'origine d’une libération de
calcium par le réticulum endoplasmique. L'influx de calcium provoque la libération de la
cytokine Pvf2, qui se lie a son récepteur Pvr a la surface des hémocytes. Pvr active ensuite la
voie des MAP kinases ERK, qui reprogramme le comportement de la cellule, de facon a
augmenter ses capacités adhésives et a réduire le niveau d’expression des PAMs (Tsuzuki et
al., 2014). U'implication de la voie des éicosanoides dans ce processus n’a toutefois pas encore
été recherchée.

Le NO est une petite molécule signalétique synthétisée a partir de I'acide aminé arginine par
la NO synthase (NOS) (Regulski et al., 1995). Chez le |épidoptére B. mori, I'expression de NOS
peut étre augmentée dans les hémocytes et le corps gras par le PSP, ainsi que par les voies

Imd et Toll. Cette surexpression induit une augmentation de la concentration en NO dans les
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cellules correspondantes, ce qui stimule I'activité de la PLA, et la synthése d’éicosanoides
(Sadekuzzaman et al., 2018 ; Sadekuzzaman and Kim, 2018).

Les monoamines biogenes sont de petites molécules cycliques dérivées d’acides aminés. Elles
peuvent agir en tant que neurotransmetteurs, neuromodulateurs ou neurohormones
(Osborne, 1996). Chez le |épidoptere S. exigua, il a été montré que deux d’entre elles,
I'octopamine et la sérotonine, participent a l'induction de réponses cellulaires via une
activation de la GTPase Racl (Kim and Kim, 2010 ; Park et al., 2013). Ces molécules sont
généralement reconnues par des GPCRs (Ngai et al., 2019) et au sein des hémocytes de S.
exigua, elles agissent en amont de la voie des éicosanoides (Kim et al., 2009 ; Park et al.,
2013).

Chez D. melanogaster, d’autres molécules signalétiques impliquées dans I'activation des
hémocytes de types plasmatocyte et lamellocyte ont été identifiées. Par exemple, des
expériences d’hyperactivation et d’inactivation transcriptionnelles de genes au sein
d’hémocytes larvaires suggérent que les régulateurs transcriptionnels Krippel et Nejire
participent a l'augmentation de leurs capacités d’étalement. De la méme maniére,
I'inactivation de la GTPase Rac2 au sein des hémocytes empéche [I'activation des
plasmatocytes de la larve apres infection (Williams et al., 2005 ; Stofanko et al., 2008).
Toutefois, la nature exacte de la participation de ces différents acteurs dans le processus
d’activation des hémocytes reste a identifier.

Le processus d’activation des cenocytoides, ou des cellules a cristaux chez D. melanogaster,
differe de celui des plasmatocytes et des granulocytes, puisqu’il nécessite principalement
I'induction de processus de lyse cellulaire permettant la libération de la proPO. Bien que la
caractérisation de ce processus de lyse cellulaire soit encore tres incompléte, il semble que les
voies mises en ceuvre puissent différer en fonction de l'espece considérée. Chez le
lépidoptére S. exigua, la rupture des oenocytoides est dépendante de la voie des
éicosanoides. La voie des éicosanoides induit une libération de calcium via la Phospholipase C,
ce qui active la Protéine kinase C. La Protéine kinase C provoque ensuite la lyse osmotique de
la cellule par modification de I'activité des canaux sodiques (Shrestha et al., 2009b ; Shrestha
et al., 2015). Chez D. melanogaster, la lyse des cellules a cristaux semble dépendre de

modifications de la structure de leurs cytosquelettes, qui seraient induites via une activation
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de la GTPase Rac2 et de la voie JNK par la cytokine Eiger, un homologue du facteur pro-

inflammatoire Tumor necrosis factor (TNF) des mammiféres (Bidla et al., 2007).

3. Mélanisation

3. a. Voie de synthése de la mélanine

La mélanisation est un processus trés conservé, dont la description chez les insectes provient
d’études réalisées sur divers modeles dipteres et lépidopteres (Figure 5) (Aso et al., 1984 ;
Nappi et al., 1991 ; Zhao et al., 1995 ; Johnson et al., 2001 ; Infanger et al., 2004 ; Futahashi
and Fujiwara, 2005 ; Gorman et al., 2007 ; Sideri et al., 2008). |l débute généralement par une
oxydation de Phenylalanine en Tyrosine par la Phenylalanine-4-monooxygénase PAH. La PO
oxyde ensuite la Tyrosine pour former de la Dopa, qui est soit décarboxylée en 5,6-
dihydroxyindole (DHI) par la Dopa décarboxylase (DDC), soit oxydée en Dopaquinone par la
PO. Dans le premier cas, le DHI est directement oxydé par la PO en indole-5,6-quinone, qui
polymérise de facon spontanée pour donner de I'eumélanine, un pigment de couleur noiratre.
Dans le second cas, la dopaquinone se cyclise d’abord spontanément pour former du
leucodopachrome puis du dopachrome. Le dopachrome est ensuite décarboxylé par la
Dopachrome converting enzyme (DCE, ou Yellow f et Yellow f2 chez D. melanogaster) pour
former du DHI, qui sera ensuite pris en charge comme précédemment par la PO pour former
de I'eumélanine. Suivant I'environnement chimique dans lequel se déroule la réaction, la
dopaquinone peut aussi incorporer des groupements thiols et former de la phéomélanine, un
pigment de couleur plus claire que I'eumélanine (Nappi and Christensen, 2005 ; Vavricka et
al., 2010 ; Nakhleh et al., 2017).

Au cours de la derniere étape de la formation de mélanine, les transferts d’électrons se
produisant lors de la polymérisation des monoméres favorisent I'établissement de liaisons
covalentes avec les molécules environnantes. Ces réactions spontanées permettent de
recouvrir et d’altérer la surface des agents infectieux, et a terme de les isoler totalement du
milieu intérieur de l'insecte. En parallele, les échanges d’électrons se produisant lors des
réactions d’oxydoréduction et pendant la polymérisation conduisent a une génération
aléatoire de diverses espéces réactives de 'oxygéne (ex : H,0,, "0,) et de I'azote (ex: ‘NO),

ainsi que d’autres molécules toxiques (ex: semiquinones). Ces molécules participent
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Figure 5 : Principales réactions du processus de mélanisation chez les insectes
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également a la destruction des agents infectieux en interagissant avec leurs constituants

cellulaires (Nappi and Christensen, 2005).
3. b. Induction et régulation

En raison de son important niveau de toxicité, la mélanisation est un processus tres controlé,
qui n’est activé que de facon localisée en réponse a des signaux de danger. Le premier niveau
de régulation de la mélanisation réside dans la libération locale du précurseur de la PO, qui
catalyse plusieurs étapes de la synthése de mélanine. Comme indiqué précédemment, les
principales cellules productrices de proPO sont les cenocytoides ou les cellules a cristaux, qui
ne la libérent qu’aprés activation, en réponse a une blessure ou a une infection (Strand,
2008). L'induction du processus de mélanisation dépend ensuite de I'activation d’une cascade
protéolytique extracellulaire qui aboutit a la maturation par clivage protéolytique du
zymogene proPO en PO.

La description de cette cascade, ainsi que de ses modalités d’activation, a été initiée chez
différents modeles |épidopteres, coléoptéres et diptéres, mais c’est pour l'instant chez le
lépidoptére M. sexta qu’elle est la plus compléete (Figure 6) (Nakhleh et al., 2017). Chez ce
modele, il a été montré que la cascade peut étre initiée par les protéines de reconnaissance
sécrétées BGRP1 et BGRP2, suite a une reconnaissance d’organismes fongiques ou de
bactéries a Gram positive (Ma and Kanost, 2000 ; Jiang et al., 2004). Dans le cas de BGRP2,
cette reconnaissance conduit a une agrégation des cibles microbiennes et du récepteur, ce
qui permet le recrutement et I'auto-activation de la protéase a sérine modulaire HP14 (Jiang
et al., 2004 ; Wang and Jiang, 2006 ; Takahashi et al., 2014). Une fois activée, HP14 clive le
zymogene de la protéase a sérine a domaine CLIP (cSP) HP21, qui active a son tour par
protéolyse les cSPs PAP2 et PAP3, qui sont responsables du clivage de la proPO (liang et al.,
1998 ; Jiang et al., 2003a, 2003b ; Wang and Jiang, 2007 ; Gorman et al., 2007). La PO peut
également étre activée par une voie alternative impliquant les cSPs HP6 et PAP1 (An et al.,
2009 ; lJiang et al., 1998). L'étape de maturation de la PO requiert dans tous les cas
I'intervention des homologues non-catalytiques de cSPs cSPH1 et cSPH2, qui sont activés par
protéolyse par PAP1 et PAP3 (Yu et al., 2003 ; Jiang et al., 2003a ; Gupta et al., 2005 ; Wang
and Jiang, 2008 ; Wang et al., 2014). Une fois activé, cSPH1 forme un complexe protéique
avec PAP1 et I'immunolectine-2, une lectine de type C qui se lie probablement aux glycosides

exposés a la surface de la cible. L’hypothese la plus probable est que cSPH1 et cSPH2
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permettent ainsi une activation localisée de la PO a la surface de I'agent infectieux (Yu et al.,
2003). L'ensemble du processus est par ailleurs régulé par des inhibiteurs de protéases a
sérine tels que les Serpins -1J, -4, -5 et -12, qui peuvent agir a différents niveaux de la cascade
(Jiang et al., 2003b ; Wang and Jiang, 2006 ; Wang and Jiang, 2007 ; Gupta et al., 2005 ; Tong
et al., 2005 ; An and Kanost, 2010 ; Yang et al., 2018).

Les travaux réalisés sur d’autres modeles ont permis d’établir que quelle que soit I'espéce, la
cascade protéolytique implique le méme type d’acteurs, soient des protéases a sérine
modulaires ou présentant un domaine CLIP, des homologues non-fonctionnels de cSP et des
Serpins. Néanmoins, ces travaux ont également montré que I'architecture de la cascade, ainsi
gue ses modalités d’activation, sont variables selon I'espece considérée (Nakhleh et al., 2017).
Par exemple, chez le coléoptere T. molitor, la cascade est activée par les peptidoglycanes de
type lysine (LYS) et DAP. La reconnaissance du peptidoglycane de type LYS, qui est
principalement retrouvé chez des bactéries a Gram positive, implique les homologues des
protéines activatrices de la voie Toll PGRP-SA et GNBP1 de D. melanogaster (voir section C/1.
c) (Park et al., 2006 ; Park et al., 2007). Chez D. melanogaster, |la cascade peut étre activée par
des organismes fongiques et des bactéries a Gram négative suite a une reconnaissance par
GNBP3 et la protéine activatrice de la voie Imd PGRP-LE, respectivement (Takehana et al.,
2002 ; Takehana et al., 2004 ; Matskevich et al., 2010). Chez ce modele, il a par ailleurs été
montré qu’une voie indépendante assure la réponse aux blessures via I'activation de la cSP
Hayan (Nam et al., 2012). Enfin, chez le moustique A. gambiae, la reconnaissance de bactéries
a Gram négative, d’organismes fongiques et du parasite Plasmodium berghei dépend cette
fois-ci de la protéine a motif thioester TEP1, un homologue des facteurs du complément C3,
C4 et C5 et des a,-macroglobulines des mammiféres (Yassine et al., 2012 ; Povelones et al.,
2013).

L'induction du processus de mélanisation peut également dépendre d’une activation
transcriptionnelle de membres de la cascade de la proPO et/ou d’enzymes intervenant dans la
synthése de mélanine (Nakhleh et al., 2017). Chez les dipteres D. melanogaster, A. gambiae et
A. aegypti, la voie Toll est I'une des principales voies signalétiques participant a I'induction de
membres de la cascade de la proPO (De Gregorio et al., 2002 ; Frolet et al., 2006 ; Garver et
al., 2009 ; Zou et al., 2010). Chez D. melanogaster, les voies Toll et Imd sont également

impliquées dans I'induction de I'expression d’enzymes de synthése de la mélanine, telles que
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la DDC, Yellow f ou encore Punch, une GTP cyclohydrolase synthétisant un cofacteur essentiel
a la production de tyrosine par la PAH (voir sections C/1. a et C/1. b) (De Gregorio et al.,
2002 ; Tang, 2009).

4. Phagocytose

4. a. Reconnaissance

Face a un agent microbien de petite taille, comme une bactérie ou un eucaryote unicellulaire,
la premiere réponse cellulaire pouvant étre produite par l'insecte est la phagocytose. Cette
réponse, qui débute des les premieres minutes apres contact avec un microorganisme
(Pearson et al., 2003), requiert en premier lieu une reconnaissance et une liaison des
phagocytes a la surface de la cible microbienne (Hillyer et al., 2003). La fixation d’une cible
s'effectue via des interactions multiples avec des récepteurs membranaires, et
éventuellement, avec des opsonines solubles. La caractérisation fonctionnelle de ces
molécules a principalement été menée chez le modéle D. melanogaster, ainsi que chez
quelques autres modeéles tels que A. gambiae et M. sexta. Au total, une dizaine (isoformes
exclues) de protéines de reconnaissance solubles ou membranaires ont été
expérimentalement associées a la phagocytose chez les insectes. Elles appartiennent aux
familles et superfamilles Scavenger, Nimrod, Intégrine, Immunoglobuline, TEP, PGRP et
Lectine de type C (Nazario-Toole and Wu, 2017 ; Xia et al., 2018).

Les récepteurs membranaires Scavenger, qui peuvent lier une grande diversité de ligands
polyanioniques du soi et du non-soi, sont caractérisés par une forte diversité structurale
permettant de les subdiviser en sept classes (Nazario-Toole and Wu, 2017). Chez D.
melanogaster, la classe B comprend deux récepteurs phagocytaires : Croquemort et Peste.
Croquement est impliqué dans la phagocytose de cellules apoptotiques ainsi que de la
bactérie a Gram positive Staphylococcus aureus (Franc et al., 1996 ; Franc et al., 1999 ; Stuart
et al., 2005). Peste peut quant a lui participer a la phagocytose de la bactérie a Gram positive
Listeria monocytogenes, mais il semble jouer un réle plus important dans l'internalisation de
mycobactéries telles que Mycobacterium fortuitum et M. smegmatis, dont la paroi cellulaire
présente une composition biochimique particuliére (Agaisse et al., 2005 ; Philips et al., 2005 ;

Alderwick et al., 2015). La classe C comprend également un récepteur phagocytaire, le
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récepteur membranaire dSRCI, qui participe a la liaison et a la phagocytose d’E. coli et de S.
aureus, ainsi qu’a l'internalisation d’ARNs bicaténaires (Ramet et al., 2001 ; Ulvila et al., 2006).
La famille Nimrod comprend des récepteurs membranaires et solubles comportant des
domaines tres adhésifs de répétitions de motifs EGF-like. Chez D. melanogaster, les
récepteurs membranaires Draper, Eater, NimC1 et NimC4 sont impliqués dans la phagocytose
(Nazario-Toole and Wu, 2017). Draper et NimC4 sont tous deux impliqués dans la
phagocytose de cellules apoptotiques et Draper participe également a la phagocytose des
bactéries E. coli et S. aureus (Manaka et al., 2004 ; Cuttell et al., 2008 ; Kurant et al., 2008).
Eater est quant a lui impliqué dans l'internalisation de bactéries a Gram positive et d’ARNs
bicaténaires, et il peut également prendre part a la phagocytose de bactéries a Gram négative
aprés déstabilisation de leur membrane externe par des PAMs (Kocks et al., 2005; Ulvila et al.,
2006 ; Chung and Kocks, 2011 ; Nehme et al., 2011 ; Horn et al.,, 2014 ; Melcarne et al.,
2019b). NimC1 intervient dans la phagocytose de cibles diversifiées, incluant E. coli, S. aureus
et des particules recouvertes de zymosane, un complexe de protéines et de glucides présent a
la surface des levures (Kurucz et al., 2007 ; Melcarne et al., 2019b). Enfin, il a été montré que
les récepteurs solubles NimB3 et NimB4 de la Drosophile se fixent a la surface de bactéries a
Gram négative et positive, ce qui suggere qu’ils pourraient agir en tant qu’opsonines
(Zsamboki et al., 2013).

Les intégrines, en plus de leurs réles dans la migration des hémocytes, peuvent étre
directement impliquées dans la reconnaissance et la phagocytose d’agents microbiens. C'est
par exemple ce qui a été montré pour I'hétérodimére d’intégrines Bv/a-PS3 de D.
melanogaster, qui participe a la phagocytose de cellules apoptotiques, mais aussi a celle de S.
aureus, via une interaction avec le peptidoglycane de sa paroi (Nagaosa et al., 2011 ; Nonaka
et al., 2013). L'orthologue Bint2 de l'intégrine Bv chez A. gambiae est également impliqué
dans la phagocytose, mais avec des divergences en terme de cibles microbiennes (Moita et
al., 2005).

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines impliquées dans ['‘adhérence et Ia
communication cellule-cellule. Chez D. melanogaster, le gene Dscam 1 peut coder jusqu’a
36000 protéines membranaires ou sécrétées de cette superfamille, grace a 95 exons
alternatifs. Ces différentes isoformes, qui jouent un réle crucial pour la formation du systeme

nerveux de l'insecte, pourraient également étre impliquées dans la phagocytose (Melcarne et
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al., 2019a). Il a en effet été montré que I'inactivation de I'expression du géne Dscam1 dans les
plasmatocytes de la larve de drosophile réduit leurs capacités phagocytaires vis-a-vis de E. coli
(Watson et al., 2005). L'analyse de I'expression des différentes isoformes de AgDscam chez A.
gambiae, suggére par ailleurs que des isoformes spécifiques sont produites en réponse a
différents pathogenes. Ces isoformes semblent présenter une efficacité supérieure vis-a-vis
du type de microorganisme (ex : bactéries a Gram postive ou a Gram négative) par lequel elles
sont induites, suggérant qu’un mécanisme discriminant intervient dans la régulation de
I’épissage de Dscam (Dong et al., 2006). Cette hypothése n’a toutefois pas été vérifiée chez D.
melanogaster, pour laquelle aucun changement significatif de I'épissage de Dscam n’a été
détecté en réponse a E. coli (Armitage et al., 2014). Chez M. sexta, une autre protéine a
domaines Immunoglobuline, I'hémoline, semble également jouer un rdle dans la phagocytose
de bactéries a Gram négative (Eleftherianos et al., 2007).

Les TEPs sont des protéines présentant des motifs thioester et une structure similaire aux
facteurs C3, C4 et C5 du systeme du complément ainsi qu’aux a,-macroglobulines des
mammiféres. Chez les mammiféeres, les facteurs C3 a C5 du complément lient des cibles
microbiennes de facon covalente via leurs motifs thioester, ce qui facilite leur phagocytose.
Les a,-macroglobulines se lient de maniére covalente a des protéases microbiennes, ce qui les
empéche de fixer leurs substrats (Shokal and Eleftherianos, 2017). Il existe 6 génes codant des
TEPs chez D. melanogaster, dont cing (Tepl a 4 et Tep 6) sont exprimés de fagcon basale ou
inductible dans les hémocytes, le corps gras et dans certains épithéliums de surface (Lagueux
et al., 2000; Aoun et al, 2011). En accord avec I’hypothése d’une fonction dans
I'opsonisation, il a été établi que les protéines TEP2, TEP3 et TEP6 augmentent
respectivement la phagocytose de E. coli, de la bactérie a Gram négative Pseudomonas
aeruginosa, de S. aureus et de la levure Candida albicans (Stroschein-Stevenson et al., 2006).
Cette famille de protéines a également été trés étudiée chez A. gambiae, chez lequel elle a
subi une forte expansion avec un total de 19 genes Tep dans son génome (Christophides et
al., 2002). Ces travaux, ont montré que AgTEP1, 3 et 4 sont impliquées dans la phagocytose
des bactéries et que AgTEP1 se lie de fagon covalente a la surface de E. coli via un mécanisme
dépendant de son motif thioester (Levanisha et al., 2001 ; Moita et al., 2005). L’'ensemble de
ces résultats sont en accord avec I'hypothese d’une fonction analogue a celle des facteurs

opsonisants du systeme du complément des vertébrés.
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Les PGRPs sont des protéines solubles ou membranaires possédant un domaine de liaison au
peptidoglycane (PGRP) qui s’accompagne parfois d’un domaine amidasique permettant de
dégrader ce dernier. Ces protéines sont principalement connues pour leurs roles dans
I'induction ou la régulation des réponses antimicrobiennes et de mélanisation. Sur les 19
PGRPs identifiées chez D. melanogaster (Kurata, 2014), au moins trois pourraient également
étre impliquées dans la phagocytose (Nazario-Toole and Wu, 2017). La premiére d’entre elles
est PGRP-LC, un récepteur membranaire existant sous trois isoformes qui participe a
I'activation de la voie Imd en réponse au peptidoglycane de type DAP (Kurata, 2014). Il a en
effet été montré que l'inactivation transcriptionnelle du géne codant PGRP-LC réduit la
fixation et la phagocytose de E. coli par les cellules S2 de Drosophile (Ram et al., 2002). La
seconde est PGRP-SC1a, une PGRP sécrétée a domaine amidasique régulant positivement la
voie Toll (Garver et al., 2006 ; Costechareyre et al., 2016). Il a été établi que cette protéine
peut se lier a la surface de la bactérie S. aureus et favoriser sa phagocytose via un mécanisme
dépendant de son activité amidasique (Garver et al., 2006). Une hypothése probable est que
PGRP-SCla dégrade la paroi de peptidoglycane de la bactérie afin d’augmenter I'exposition en
surface de ligands bactériens reconnus par les phagocytes. Enfin la PGRP sécrétée activatrice
de la voie Toll PGRP-SA (Michel et al., 2001) semble également pouvoir participer a la
phagocytose de S. aureus, bien que les effets observés soient variables en fonction de la
méthodologie utilisée (Garver et al., 2006 ; Nehme et al., 2011 ; Nazario-Toole and Wu, 2017).
Les lectines de type C sont des protéines membranaires ou sécrétées a domaines CRD
(Carbohydrate Recognition Domain) qui peuvent se lier a différents types de glucides. Leur
implication dans la reconnaissance des agents infectieux et dans l'induction de réponses
humorales et cellulaires a été mise en évidence chez divers modeles d’insectes (Xia et al.,
2018). Chez M. sexta, la lectine de type C IML-2 participe aux réponses immunitaires contre
les bactéries a Gram négative, dont elles lient le LPS (Yu and Kanost, 2000 ; Yu and Kanost,
2003). Cette protéine s’associe également a la surface des deux types d’hémocytes
phagocytaires de linsecte: les granulocytes et les plasmatocytes, ce qui stimule leurs
capacités phagocytaires (Ling and Yu, 2006). Ces résultats suggerent fortement qu’IML2 est
une opsonine. De la méme maniere, les lectines de type C sécrétées DL2 et DL3 de D.
melanogaster peuvent d’une part agglutiner E. coli, et d’autre part, se lier aux hémocytes de

I'insecte (Ao et al., 2007). Enfin, la lectine sécrétée Pr-CTL du lépidoptere Pieris rapae se lie
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aux membranes des granulocytes et des plasmatocytes et la suppression de son expression
cause une inhibition de diverses réponses immunitaires, incluant la phagocytose (Fang et al.,

2011).
4. b. Internalisation et destruction

Linteraction des phagocytes avec leurs cibles enclenche divers processus cellulaires
permettant dans un premier temps l'internalisation de la cible dans un phagosome, puis de la
détruire aprés maturation et fusion du phagosome avec des vésicules lysosomales. Les
mécanismes moléculaires régulant le processus de phagocytose ont principalement été
étudiés chez D. melanogaster (Figure 7), sur des cellules S2 et des hémocytes embryonnaires.
Ces travaux ont montré que les mécanismes impliqués dans la phagocytose chez les insectes
sont tres similaires a ceux impliqués dans la phagocytose chez les mammiferes (Nazario-Toole
etal., 2017 ; Melcarne et al., 2019a).

Chez la Drosophile, la reconnaissance d’une cible induit tout d’abord la formation de longs
filopodes qui I'entourent progressivement jusqu’a internalisation (Pearson et al., 2003). Cette
premiere étape nécessite la mobilisation de nombreuses protéines régulant la dynamique du
cytosquelette d’actine, telles que D-SCAR, D-WASP, Arp2/3, les GTPases Cdc42, Racl et Rac2,
ainsi que la Profiline. L'internalisation de la cible dans le phagosome requiert également la
mobilisation de protéines impliquées dans le bourgeonnement et le trafic vésiculaires, telles
que les protéines de manteau COPI et COPII ou encore le complexe Exocyste (Melcarne et al.,
2019a). Dans le cas de la phagocytose de cellules apoptotiques par les cellules gliales, la
mobilisation de ces facteurs dépend de la kinase Shark, qui serait recrutée a la membrane
suite a la phosphorylation des motifs intracellulaires ITAM du récepteur Draper par la kinase
Src42A (Ziegenfuss et al., 2008). Il a par ailleurs été montré que I'induction de la phagocytose
de cellules apoptotiques par la lignée d’hémocytes embryonnaires S2 est dépendante de la
Juntophiline Undertaker, qui permet un influx de calcium extracellulaire via un couplage
physique entre les canaux calciques localisés a la membrane plasmique et ceux du réticulum
endoplasmique (récepteurs Ryanodines) (Cuttell et al., 2008). Toutefois, I'implication de Shark
dans la phagocytose Draper-dépendante de S. aureus n’ayant pas été confirmée (Hashimoto
et al., 2009), la signalisation initiant le processus de phagocytose pourrait différer selon le

type de phagocyte et/ou la nature de la cible a internaliser.
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Le phagosome est ensuite maturé par fusion avec des vésicules endosomales puis
lysosomales, qui acidifient son pH et fournissent les hydrolases nécessaires a la digestion de la
cible. Les premiers événements de fusion avec des endosomes précoces sont médiatisés par
la GTPase Rab5, qui recrute des effecteurs tels que la Rabenosin-5, la phosphatidylinositol-3-
kinase 59F et le complexe protéique CORVET. La GTPase Rab5 est ensuite remplacée par
Rab7, qui agit conjointement avec le complexe protéique HOPS et la Lysosome-associated
glycoprotein 1 (LAMP1), pour induire la fusion du phagosome avec des vésicules lysosomales
(Nazario-Toole and Wu, 2017 ; Melcarne et al.,, 2019a). Tout au long du processus de
maturation, I"acidification du phagosome est permise par des V-ATPases (Cheng et al., 2005 ;
Philips et al., 2005). Cette acidification est essentielle au bon fonctionnement des hydrolases
fournies par les vésicules lysosomales, telles que des cathepsines et la DNase Il (Kocks et al.,
2003 ; Seong et al., 2006). L’élimination de la cible pourrait également faire intervenir une
production d’espéces réactives de I'oxygéne, dont la concentration augmente fortement a
I'intérieur du phagolysosome entre deux et trois heures apres contact avec une cible
bactérienne (Myers et al., 2018).

Des travaux réalisés chez différents modeles dipteres suggerent que d’autres protéines
pourraient étre impliquées dans la phagocytose. Ces protéines incluent par exemple les
chaperones HSPJOL1, HSP20L1 et HSP20L2 chez A. gambiae, ou encore la PO et la DDC chez
Ceratitis capitata. Des travaux supplémentaires sont néanmoins requis pour identifier la
nature de leurs participations au processus de phagocytose (Moita et al., 2005 ; Mavrouli et

al., 2005 ; Sideri et al., 2008).

5. Encapsulation et nodulation

Les insectes disposent également d’un type de réponse cellulaire spécifique aux invertébrés
permettant d’éliminer des pathogénes de grandes tailles ou des amas de microorganismes
(Jiravanichpaisal et al., 2006). Ces réponses consistent en des phénomenes d’agrégation
séquentielle de différents types d’hémocytes autour d’une cible, qui peuvent ou non étre
suivis d’une mélanisation de la structure. Dans le cas de I'élimination de pathogenes de
grandes tailles, comme des ceufs ou larves de guépes parasitoides ou encore des nématodes,
ce processus est appelé encapsulation. Dans le cas de [I'élimination d’agrégats de

microorganismes, comme des bactéries, des levures ou des protozoaires, il est appelé
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nodulation. Suivant I'insecte et la nature de I'agent infectieux, ce processus peut étre initié en
guelgues minutes ou quelques heures, et il se termine généralement autour de 72 heures

apreés infection (Dubovskiy et al., 2016).
5. a. Reconnaissance

Dans le cas de I'encapsulation d’organismes métazoaires, les mécanismes permettant la
reconnaissance de la cible comme un agent étranger n’ont pas été clairement identifiés. Des
expériences de transplantations de tissus d’insectes altérés ou issus d’especes plus ou moins
éloignées de celle de l'insecte receveur suggerent que des différences de composition ou de
structure de la matrice extracellulaire pourraient étre détectées (Lackie, 1988 ; Rizki and Rizki,
1980 ; Rizki and Rizki, 1983). Ces différences pourraient par ailleurs étre amplifiées par
I'induction de processus de mélanisation altérant la surface de la particule dés son entrée
dans I’lhémoccele (Chen, 1988 ; Kobayashi et al., 1986 ; Dubovskiy et al., 2016).

Dans tous les cas, la reconnaissance de la cible fait fréquemment intervenir des lectines de
type C (Xia et al., 2018). Chez M. sexta, il a en effet été montré que la lectine de type C IML-2
se lie a des nématodes tels que Caenorhabditis elegans et Brugia malayi, tandis que IML-4
agglutine les bactéries et les levures (Yu and Kanost, 2004; Yu et al., 2006). Chez P. rapae, la
lectine Pr-CTL lie la surface de I'ceuf de la guépe parasitoide Pteromalus puparium ainsi que
les granulocytes et les plasmatocytes de linsecte. Son inactivation par ARN interférence
réduit les capacités d’encapsulation de billes de latex par les hémocytes de I'insecte (Fang et
al., 2011). Chez la Drosophile, les lectines de type C DL2 et DL3, qui agglutinent E. coli et lient
les hémocytes de l'insecte, présentent le méme type d’effets sur I'encapsulation de billes
d’agarose (Ao et al., 2007). Certaines lipoprotéines pourraient également intervenir dans
cette reconnaissance. Il a en effet été montré chez le lépidoptére Galleria mellonella que
I’Apolipophorine 1ll, une lipoprotéine impliquée dans le transport de lipides, se lie aux
conidies et aux P-glucanes fongiques et que son inactivation réduit les capacités

d’encapsulation des hémocytes de I'insecte (Whitten et al., 2004).
5. b. Agrégation des hémocytes

Le processus d’agrégation séquentielle des hémocytes autour de la cible varie ensuite en
fonction de I'espece d’insecte considérée. Ce processus a été décrit de fagcon précise chez les

lépidoptéres M. sexta et P. includens ainsi que chez D. melanogaster. Chez D. melanogaster ce
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sont d’abord les plasmatocytes qui se fixent autour de la cible, puis s’étalent en formant des
jonctions septées qui imperméabilisent la monocouche hémocytaire. Par la suite, les
lamellocytes fraichement produits s’agrégent et s’étalent en plusieurs couches autour des
plasmatocytes, aprés quoi les hémocytes de la couche interne rentrent en nécrose (Russo et
al., 1996 ; Williams et al., 2005). Chez P. includens, ce sont d’abord les granulocytes qui se
fixent de fagon non-uniforme autour de la cible. Comme chez la Drosophile, les plasmatocytes
s’agregent et s’étalent ensuite en plusieurs couches autour de la structure. Le processus se
termine par un nouveau recrutement de granulocytes, qui meurent par apoptose en libérant
des constituants de la matrice extracellulaire. Cette derniere étape permet de mimer une
lame basale autour de la capsule, ce qui met fin au recrutement des hémocytes (Pech and
Strand, 1996 ; Pech and Strand, 2000). Enfin, chez M. sexta, c’est une sous-population de
plasmatocytes qui est recrutée en premier, puis des plasmatocytes et des granulocytes (qui
libérent également leurs contenus cytoplasmiques) s’agrégent autour de la capsule, de facon
plus désorganisée (Wiegand et al., 2000 ; Nardi et al., 2006).

Chez la Drosophile comme chez M. sexta, 'adhérence des hémocytes a la cible et/ou aux
autres hémocytes fait d’'une part intervenir des intégrines, et d’autre part le Neuroglian, une
immunoglobuline membranaire impliquée dans I'adhérence cellulaire et dans la formation de
jonctions septées. Il a en effet été montré chez M. sexta, que seule une sous-population de
plasmatocytes Neuroglian positifs adhére initialement a la cible (Nardi et al., 2006). Ces
hémocytes interagissent entre eux via des interactions homophiles entre molécules de
Neuroglian, puis ils recrutent des plasmatocytes Neuroglian-négatifs via des interactions
hétérophiles Neuroglian-Intégrine HS (dimére al/B1) (Zhuang et al., 2007a). Par la suite, les
plasmatocytes et les granulocytes Neuroglian négatifs s’agregent autour via une interaction
en trans de l'intégrine HS avec la Tetraspanine D76, une protéine a quatre domaines
transmembranaires impliquée dans divers processus signalétiques et d’adhérence cellulaire
(Levin et al., 2005 ; Zhuang et al., 2007b). Ces processus pourraient également faire intervenir
les intégrines a2 et a3 ainsi que I’'Hémoline, bien que des travaux supplémentaires soient
nécessaires pour identifier leurs fonctions dans le contexte de I’encapsulation et/ou de la
nodulation (Eleftherianos et al., 2007 ; Zhuang et al., 2008). Dans le cas de D. melanogaster,
les intégrines Myospheroid et a-PS4 ainsi que le Neuroglian sont impliqués dans le processus

d’encapsulation, mais les modalités de leurs interactions avec la cible et/ou avec les

38



hémocytes n’ont pas encore été décrites (Wertheim et al., 2005 ; Irving et al., 2005 ; Williams,
2009). Il a par ailleurs été montré chez ce modeéle qu’une N-glycosylation des plasmatocytes
par diverses enzymes (ex : Oligosaccharide transférase, a-1,2-mannosidase) est nécessaire a

leur agrégation (Mortimer et al., 2012).
5. c. Séquestration et destruction

A la fin du processus, une lyse d’cenocytoides ou de cellules a cristaux peut survenir au niveau
de la capsule, ce qui libére la proPO et aboutit d’'une part a une mélanisation de la structure et
d’autre part a la génération d’intermédiaires toxiques. Bien que le processus conduisant a la
mort de la cible n’ait pas encore été clairement élucidé, il est probable que la production de
ces intermédiaires participe a sa destruction. Parmi les principaux facteurs pouvant étre
impliqués, on retrouve également I'asphyxie et la privation de nutriments (Dubovskiy et al.,
2016 ; Hillyer, 2016). Il a par ailleurs été montré que des PAMs sont exprimés au sein des
hémocytes de diverses espéces d’insectes, ainsi que des membres des voies et Imd et Toll
chez la Drosophile (Bartholomay et al., 2004 ; Irving et al., 2005 ; Lavine et al., 2005 ; Yakovlev
et al., 2017). L'hypothése d’une destruction de la cible par des PAMs libérés par les

hémocytes a I'intérieur de la capsule est donc également envisagée (Strand, 2008).

C. Réponses humorales systémiques

La derniere ligne de défense mise en place par les insectes est une réponse systémique et
humorale, qui débute généralement une a six heures apres infection ou blessure (Lemaitre et
al., 1997 ; Boutros et al., 2002 ; Erler et al., 2011). Cette réponse consiste principalement en
une sécrétion massive de sous-groupes de PAMs, ainsi que d’autres protéines de I'immunité,
par les cellules du corps gras (Arrese and Soulages, 2010 ; Hillyer, 2016). Les voies d’induction
de cette réponse ont été étudiées de facon tres détaillée chez le modele D. melanogaster, ce
qui a permis d’établir que la production de ces molécules est principalement régulée par deux
voies signalétiques : la voie Imd et la voie Toll (Ferrandon et al., 2007). Sauf exception, comme
par exemple dans le cas de symbioses obligatoires avec un partenaire microbien (Gerardo et
al., 2010), la majorité des intermédiaires de ces voies est conservée au sein de la diversité des
espéces d’insectes, bien que le nombre et la nature des effecteurs en aval varient fortement
en fonction de I'espece (Viljakainen, 2015). Dans cette troisieme partie, je commencerai donc

par présenter les voies d’induction de la réponse systémique, en me focalisant en particulier
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sur les travaux réalisés sur la Drosophile. Je présenterai ensuite les PAMs et autres effecteurs

de I'immunité antimicrobienne qui ont été identifiés au sein de la diversité des insectes.

1. Voies d’induction

1. a. Voie Imd canonique

Comme indiqué précédemment, la voie Imd canonique (Figure 8) est activée suite a une
reconnaissance de peptidoglycane de type DAP, qui est principalement retrouvé chez des
bactéries a Gram négative ainsi que chez des bacilles a Gram positive. Dans le corps gras,
cette reconnaissance peut s’effectuer via la protéine membranaire PGRP-LC et/ou via la PGRP
soluble PGRP-LE (Myllymaki et al., 2014). PGRP-LC posséde au minimum trois isoformes, dont
deux, PGRP-LCx et PGRP-LCa, sont impliquées dans la reconnaissance du peptidoglycane. Les
homodiméres de PGRP-LCx reconnaissent le peptidoglycane sous forme polymérique, tandis
que les hétérodimeres PGRP-LCx/PGRP-LCa le reconnaissent sous sa forme monomérique
(Kaneko et al., 2004 ; Chang et al., 2006 ; Neyen et al., 2012). Dans le corps gras, PGRP-LE peut
se trouver sous deux formes, une forme longue intracellulaire et une forme courte
extracellulaire. Suite a une reconnaissance de peptidoglycane monomérique, la forme
extracellulaire de PGRP-LE active la voie Imd via un mécanisme dépendant de PGRP-LC, tandis
gue la forme intracellulaire I'active de facon directe (Lim et al., 2006 ; Kaneko et al., 2006).

Cette reconnaissance induit le recrutement d’un complexe constitué de la caspase Dredd et
des protéines adaptatrices Immune deficiency (Imd) et Fas-associated death domain (FADD).
Dredd est ensuite ubiquitinée par un complexe constitué de la ligase Inhibitor of apoptosis 2
(lap2) et des enzymes de conjugaison a l'ubiquitine UEV1a, Bendless et Effete. Cette
ubiquitination active Dredd qui clive alors un fragment N-terminal d’Imd, ce qui permet son
ubiquitination par lap2. L'ubiquitination d’Imd induit le recrutement de la TGFB-activated
kinase 1 (TAK1), associée a son régulateur TAKl-associated binding protein 2 (TAB2). Le
complexe TAK1/TAB2 active le complexe IKK, constitué de I'kB kinase Immune response
deficient 5 (Ird5) et de son régulateur Kenny, par phosphorylation. Le complexe IKK
phosphoryle alors le domaine inhibiteur C-terminal du facteur de transcription Relish, ce qui
provoque son clivage, probablement par Dredd (Ferrandon et al., 2007 ; Wiklund et al., 2009 ;
Myllymaki et al., 2014). Le fragment N-terminal de Relish se dimérise alors et transloque dans

le noyau cellulaire, ou il induit I'expression de genes immunitaires par fixation sur des motifs
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kB localisés dans leurs promoteurs (Busse et al., 2007). En parallele, le complexe TAK1/TAB2
active la voie JNK, qui induit I'expression de génes de I'immunité et/ou de réponse au stress
(Ferrandon et al., 2007).

Afin de maintenir un niveau d’activation optimal de la voie en réponse a une infection, des
systemes de régulation positive et négative interviennent a différents niveaux. Chez D.
melanogaster, la voie Imd peut tout d’abord étre régulée négativement par des cytokines,
telles que Diedel et Eiger (Mabery and Schneider, 2010 ; Lamiable et al., 2016). Son activation
est aussi controlée par des PGRPs sécrétées a domaine amidasique, telles que PGRP-SC2 ou
dans une moindre mesure PGRP-LB, qui clivent le peptidoglycane de maniére a le rendre non-
immunogene (Costechareyre et al., 2016). La protéine membranaire PGRP-LF inhibe quant a
elle I'activation de la voie en empéchant la dimérisation de PGRP-LC (Basbous et al., 2011). Le
régulateur cytosolique Pirk, dont I'expression est induite par I'axe Pvf/Pvr/Ras/ERK, empéche
la liaison d’Imd a PGRP-LC (Kleino et al., 2008 ; Lee and Ferrandon, 2011). Diverses protéines
associées a [|'ubiquitination (ex: lap2, Scrawny, POSH, SCF, Dnrl, Caspar) ou a la
désubiquitination (ex : CYLD) participent par ailleurs a la régulation négative de la voie en
induisant la dégradation ou en limitant 'activation de ses membres (Kim et al., 2006 ;
Guntermann et al., 2009 ; Myllymaki et al., 2014). A l'inverse, la protéine cytosolique Sickie
favorise I'activation de Relish (Foley and O’Farrell, 2009), tandis que I’Akirine, un cofacteur de
Relish, stimule I'induction de la transcription d’un sous-groupe d’effecteurs immunitaires en
s’associant au complexe de modification de la chromatine Brahma (Bonnay et al., 2014).
Parmi les principaux genes induits par cette voie chez la Drosophile, on retrouve par exemple
ceux codant les PAMs Diptéricine A et Attacine D, qui présentent principalement des activités
contre les bactéries a Gram négative (Uvell and Engstrom, 2007 ; Yi et al., 2014). On retrouve
également des geénes codant des membres et régulateurs de la voie Imd, tels que Imd et
PGRP-LF, ainsi que des membres de la voie Toll, tels que PGRP-SD et Spirit (voir section C/1.
c). La voie Imd induit par ailleurs I'expression de genes impliqués dans la mélanisation,
comme proPO-AE, qui code une protéase a sérine activatrice de la proPO, et Punch, une GTP
cyclohydrolase synthétisant un cofacteur de Pale, une tyrosine hydroxylase (Yamamoto and

Seto, 2014 ; De Gregorio et al., 2002).
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Figure 8 : Voie Imd canonique dans le corps gras de Drosophila melanogaster.
Figure modifiée de Ferrandon et al., 2007.




1. b. Voies Imd non-canoniques

Certains membres de la voie Imd participent a I'induction de genes de I'immunité en réponse
a d’autres stimuli. Il a par exemple été montré chez D. melanogaster que la protéine
membranaire STING induit I'expression de génes tels que les PAMs Attacine A et Cécropine A2
suite a une reconnaissance de dinucléotides cycliques libérés par la bactérie a Gram positive
intracellulaire Listeria monocytogenes. L'induction par STING de ces genes immunitaires
implique les membres Imd et Relish de la voie Imd, mais elle est indépendante de PGRP-LC
(Martin et al., 2018).

Par la suite, il a été montré que STING répond également aux virus picorna-like (virus non-
enveloppés a ARN monocaténaire) via un mécanisme dépendant de I'kB kinase Ird5 et de
Relish, mais pas des autres membres de la voie Imd. L’activation de cette voie aboutit a la
surexpression d’un groupe de genes différent de ceux induits par la voie canonique. Ces genes
sont pour la plupart de fonction inconnue, mais ils incluent Nazo, dont la surexpression inhibe
fortement la réplication virale et qui est considéré comme un potentiel effecteur antiviral.
Dans le cadre de cette voie, les mécanismes permettant la reconnaissance des virus ne sont
pas encore caractérisés, mais il a été montré gu’ils impliqguent le domaine de liaison aux
dinucléotides cycliques de STING (Goto et al., 2018).

La protéine adaptatrice Imd est également impliquée dans I'induction de génes immunitaires,
tels que les PAMs Metchnikowine et Diptéricine, en réponse au GBP. Cette voie permet
notamment de répondre a des stress non-infectieux, tels que des stress thermiques, qui
induisent I’expression et I'activation du GBP chez la Drosophile. Dans ce contexte, la protéine
Imd agit conjointement avec l'orthologue Basket de la kinase JNK, et le mécanisme est

indépendant des membres Relish, PGRP-LC et PGRP-LE de la voie Imd (Tsuzuki et al., 2012).
1. c. Voie Toll

Contrairement a la voie Imd, la voie Toll (Figure 9) est activée de facon indirecte par une
cytokine, Spatzle, qui interagit avec le récepteur membranaire Toll a la surface des cellules du
corps gras. La cytokine Spatzle, qui est principalement produite par les hémocytes apres
infection (Irving et al., 2005), est activée dans le plasma par des cascades extracellulaires de
cSPs. L'une d’entre elles peut étre activée suite a une reconnaissance de B-glucanes fongiques
ou de peptidoglycane de type LYS, qui est généralement retrouvé chez les bactéries a Gram

positive. Les B-glucanes sont principalement reconnus par la protéine de reconnaissance
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sécrétée GNBP3, tandis que le peptidoglycane peut étre reconnu par le dimére GNBP1-PGRP-
SA ou par PGRP-SD (Michel et al., 2001 ; Gobert et al., 2003 ; Bischoff et al., 2004 ; Gottar et
al., 2006). Cette reconnaissance conduit a l'activation de la protéase a sérine modulaire
ModSP, qui active une cascade protéolytique impliquant les cSPs Grass, Spirit, Spheroid,
Sphinx1/2 et Spatzle Processing Enzyme (SPE). La derniére c¢SP de la cascade est SPE, qui
active la cytokine Spatzle par protéolyse (Valanne et al., 2011). La seconde cascade
responsable de la maturation de Spatzle dans un contexte immunitaire est induite suite a la
perception d’activités protéasiques anormales par la cSP plasmatique Persephone. A
I'intérieur de son domaine CLIP, Persephone possede une région trés sensible a I’hydrolyse
par diverses protéases. Le clivage de cette région appat, par exemple par des protéases issues
d’organismes pathogenes, induit la maturation de Persephone par la cathepsine plasmatique
26-29-p. Dans quelques cas, Persephone peut également étre directement maturée par des
protéases exogenes, comme cela a été montré pour la Subtilisine de Bacillus subtilis.
Persephone active ensuite SPE, qui mature Spatzle (Gottar et al., 2006 ; El Chamy et al., 2008 ;
Issa et al., 2018).

Une fois maturée, Spatzle interagit avec le récepteur Toll, ce qui induit sa dimérisation et le
recrutement d’'un complexe comprenant les protéines adaptatrices MyD88 et Tube ainsi que
la kinase Pelle. Pelle s’active par autophosphorylation et agit conjointement avec I'ubiquitine
ligase Pellino pour phosphoryler Cactus, et induire sa dégradation. Cactus est l'inhibiteur qui
empéche la translocation dans le noyau des facteurs de transcription Dorsal et Dorsal-related
immunity factor (DIF) de la voie Toll. La dégradation de Cactus libére le facteur de
transcription auquel il est associé, ce qui permet sa dimérisation et sa nucléarisation. Chez
I’adulte, seul DIF est exprimé dans le corps gras. Chez la larve, les deux facteurs sont exprimés
et peuvent former des homo- et des hétéro-dimeres pour induire I'expression de genes
immunitaires en se liant aux motifs kB présents dans leurs séquences promotrices (GroBhans
etal., 1999 ; Busse et al., 2007 ; Tanji et al., 2010 ; Valanne et al., 2011).

Les principaux régulateurs négatifs identifiés pour la voie Toll sont des serpins telles que Spn1,
Spn5 et Necrotic, qui inhibent les cascades protéolytiques activatrices de Spatzle (Levashina et
al., 1999 ; Pelte et al., 2006 ; Ahmad et al., 2009 ; Fullaondo et al., 2011). Par ailleurs, il a été
montré que Pellino, qui participe a I'induction de la dégradation de Cactus, peut également

présenter un effet inhibiteur, en induisant la dégradation de MyD88 par ubiquitination (Ji et
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al., 2014). En revanche, la partenaire Pelle de Pellino joue le réle de régulateur positif, en
inhibant I'expression de Cactus via un mécanisme dépendant de la voie signalétique Hippo
(Liu et al., 2016). Myopic et Hepatocyte growth factor regulated protein kinase substrate
(Hrs), deux protéines qui colocalisent avec Toll dans des vésicules endosomales, induisent
quant a elles la dégradation de Cactus par un mécanisme inconnu (Huang et al., 2010). Le
récepteur G-protein coupled receptor kinase 2 (Gprk2) active également la voie via une
interaction avec Cactus (Valanne et al., 2010). Enfin, le facteur de transcription Deformed
epithelial autoregulatory factor 1 (DEAF-1) participe a I'induction des genes cibles de la voie
Toll, en agissant en aval ou en paralléle de Dorsal ou de DIF (Reed et al., 2008 ; Kuttenkeuler
etal., 2010).

Parmi les genes induits par cette voie, on retrouve tout d’abord les Bomanines. Les
bomanines constituent une famille de peptides sécrétés impliqués dans les défenses
humorales et la résistance aux bactéries a Gram positive et aux organismes fongiques chez D.
melanogaster (Clemmons et al., 2015 ; Lindsay et al., 2018 ; Hanson et al., 2019). On retrouve
également plusieurs membres de la voie Toll, tels que Spatzle, Toll, Pelle, DIF et Cactus, ainsi
gue le facteur de transcription Relish de la voie Imd (De Gregorio et al., 2002). Enfin, les genes
induits par la voie Toll codent également divers membres du systeme de la proPO, comme les
cSPs Melanization protease 1 (MP1) et proPO-AE ou encore la Serpin 28D (De Gregorio et al.,
2002 ; Nakhleh et al., 2017).

1. d. Coopération des voies Imd et Toll

Les voies Imd et Toll peuvent coopérer pour induire I'expression de divers genes cibles. Ce
mode de régulation a en effet été mis en évidence par l'utilisation de mutants simples et
double des genes relish et spatzle chez D. melanogaster. Cette analyse a montré que
I’expression d’une majorité de génes induits aprés blessure septique est dépendante des deux
voies. Environ un tiers d’entre eux peuvent étre induits soit par la voie Imd soit par la voie
Toll, tandis que I'induction des autres génes semble nécessiter la coopération des deux voies.
Les geénes induits par la voie Imd ou par la voie Toll incluent neuf PAMs présentant divers
spectres d’activités, ainsi que des genes impliqués dans la mélanisation et dans les voies Toll
et JNK. Les genes dont l'induction requiéere la coopération des deux voies incluent cing PAMs
ainsi que des molécules de reconnaissance de types PGRPs et TEPs, et quelques genes

impliqués dans le systéme de la proPO (De Gregorio et al., 2002).
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Ces profils d’'induction s’expliquent en partie par la configuration des promoteurs en amont
des genes induits par les voies Imd et Toll. Par exemple, le promoteur du gene codant le PAM
Metchnikowine comprend un motif kB capable de lier aussi bien Relish que DIF. Les
promoteurs des genes codant I’Attacine A et la Diptéricine contiennent une combinaison de
motifs kB spécifiques de Relish et de DIF ou Dorsal. Dans le cas de la Diptéricine, I'induction
du géne par Relish est considérablement augmentée par la fixation de DIF sur le promoteur
(Busse et al.,, 2007). Ce mode de régulation peut expliquer certains profils d’induction
nécessitant I'activation des deux voies.

Des expériences de co-immunoprécipitation ont par ailleurs montré que des dimeéres
Relish/DIF et Relish/Dorsal se forment spontanément chez la Drosophile. Ces dimeres
peuvent se fixer sur des sites kB spécifiques, et induire I'expression de génes immunitaires

tels que celui codant le PAM Drosomycine (Tanji et al., 2010).
1. e. Autres voies d’induction

L'expression des PAMs peut également étre régulée par d’autres voies en réponse a un
changement du statut physiologique de l'insecte. Par exemple, il a été montré chez D.
melanogaster que la réponse inflammatoire induit une stimulation du métabolisme
catabolique via une inhibition de la signalisation associée a I'Insuline. Cette répression permet
I'activation du facteur de transcription FOXO, qui participe a I'induction de I'expression des
PAMs dans le corps gras (Lee and Lee, 2018). De la méme maniére, la répression de la voie
TOR, qui agit en aval de l'insuline, peut induire I'expression de PAMs spécifiques via un
mécanisme dépendant du facteur de transcription Forkhead (Teleman, 2010 ; Varma et al.,
2014).

Un autre exemple de régulation liée a I'état physiologique de I'insecte est celui de la voie des
MAP kinases p38, qui est induite en réponse au stress. Cette voie est notamment impliquée
dans la régulation de différentes réponses immunitaires, incluant la réponse humorale
systémique. Il a en effet été montré chez D. melanogaster que la MAP kinase p38b régule
positivement I'expression d’un sous-groupe de PAMs (ex : Défensine, Diptéricine B), tandis
qu’elle régule négativement I'expression d’autres PAMs (ex : Attacine A, Cécropine B) (Chen
etal., 2010).

Enfin, I'induction de la réponse humorale systémique pourrait étre liée a celle des réponses

cellulaires. Des travaux réalisés sur différents modeéles Iépidoptéres suggerent en effet que
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I’expression des PAMs peut étre stimulée par I'axe PSP/NOS/PLA,, 'une des voies impliquées
dans lI'induction des réponses cellulaires chez ces modeles. Ces travaux suggerent par ailleurs
que ces mécanismes de régulation s’inscrivent dans une boucle de rétrocontréle positif par
laquelle les voies Imd et Toll activent a leur tour la production de NO et la voie des
éicosanoides (Ishii et al., 2013 ; Sadekuzzaman et al., 2018 ; Sadekuzzaman and Kim, 2018).
Des travaux plus parcellaires réalisés sur différents modéles diptéres indiquent que ces
mécanismes sont probablement conservés au sein des différents ordres d’insectes (Nappi et

al., 2000 ; Foley and Q’Farrell, 2003).

2. Effecteurs antimicrobiens

A lissue de l'activation des voies signalétiques évoquées précédemment, la réponse
systémique d’un insecte repose en grande partie sur l'arsenal de facteurs protéiques a
activités antimicrobiennes qu’il produit. Parmi eux, les facteurs les mieux caractérisés sont les
PAMs, qui sont généralement considérés comme les principaux effecteurs des réponses
systémiques. Toutefois, d’autres facteurs tels que les Lysozymes, qui sont retrouvés chez une
grande diversité d’insectes, et les Bomanines, des peptides appartenant a une famille
spécifique au genre Drosophila, peuvent également jouer un réle important dans ces

réponses.
2. a. Peptides antimicrobiens

Il existe une grande diversité de PAMs chez les insectes, dont la nature et le nombre peuvent
considérablement varier d’'une espéce a l'autre (Viljakainen et al., 2015). Ces PAMs sont
regroupés en quatre classes en fonction de leurs caractéristiques structurales et/ou
biochimiques (composition en acides aminés) et peuvent présenter des activités contre des
bactéries, des organismes fongiques, et plus occasionnellement, contre des virus et des
protozoaires. Chacune des classes de PAMs peut étre subdivisée en une ou plusieurs familles
de peptides présentant des séquences homologues (Yi et al.,, 2014). Bien que les spectres
d’activités des PAMs puissent varier en fonction d’affinités particulieres pour certaines
espéces microbiennes (Hanson et al., 2019) ou de synergies établies avec d’autres effecteurs
antimicrobiens produits par lI'insecte (Hara and Yamakawa, 1995 ; Zdybicka-Barabas et al.,
2012 ; Rahnamaeian et al., 2015 ; Rahnamaeian et al., 2016 ; Hanson et al., 2019), la classe et

la famille auxquelles ils appartiennent donnent une bonne indication sur leurs modes d’action

46



et sur les types de microorganismes qu’ils peuvent ou non cibler (Yi et al., 2014). Dans cette
section, je décrirai donc les caractéristiques générales des classes de PAMs des insectes ainsi
gue des principales familles qui les composent, en indiquant leurs spectres d’activités les plus
probables et les ordres d’insectes chez lesquels elles peuvent étre retrouvées.

La classe des PAMs a hélice a comprend les familles des Cécropines et des Moricines. Les
Cécropines sont de petits peptides cationiques de 31 a 39 acides aminés. Elles ont été
identifiées chez divers modeles diptéres, |épidoptéres et coléoptéres, bien que leurs noms
puissent varier d’une espéece a l'autre. En milieu hydrophobe, leur structure secondaire est
caractérisée par la présence de deux hélices a reliées entre elles par une région charniére.
Elles agissent probablement par déstabilisation des membranes cellulaires et présentent
généralement un spectre d’activités large, avec des activités contre des bactéries a Gram
négative, a Gram positive et antifongiques. Les Moricines sont des peptides cationiques de 40
a 45 acides aminés qui ne sont retrouvés que chez les lépidopteres. Elles se structurent en
longue hélice a en milieu hydrophobe et présentent des spectres d’activités proches de ceux
des Cécropines (Yi et al., 2014).

Les PAMs a motif CSafy peuvent tous étre inclus dans la grande famille des Défensines. Il s’agit
de peptides cationiques de 34 a 51 acides aminés comprenant une hélice a et un feuillet B
antiparalléle reliés entre eux par trois a quatre ponts disulfure (Cystein-Stabilized a3, CSaf3).
Ces peptides ont été retrouvés chez des modeles diptéres, |épidopteres, coléopteres,
hémipteres, hyménopteres et odonates. lls présentent généralement des activités dirigées
contre les bactéries a Gram positive, mais peuvent aussi présenter des spectres d’activités
plus vastes ou spécifiquement dirigés contre les organismes fongiques, comme dans le cas de
la Drosomycine du diptére D. melanogaster et de la Gallerimycine du lépidoptere G.
mellonella (Yi et al., 2014). Dans le cadre d’une étude du mode d’action des Défensines vis-a-
vis des levures Candida albicans et Pichia pastoris, il a été montré que I'activité antifongique
de I'Heliomycine, une Défensine du lépidoptére Heliothis virescens, est dépendante de sa
liaison aux glucosylcéramides des levures. Ce résultat suggére que les Défensines
antifongiques pourraient agir par déstabilisation des membranes cellulaires (Thevissen et al.,
2004). Par ailleurs, des travaux menés sur des Défensines d’huitre (Schmitt et al., 2010) ou de
champignon (Schneider et al., 2010) présentant des structures similaires a celles des insectes

mettent en évidence une inhibition de la synthése de la paroi de peptidoglycane chez la
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bactérie a Gram positive Staphylococcus aureus. Cette inhibition, qui résulterait d’une
séquestration du précurseur Lipide I, pourrait constituer le principal mode d’action des
Défensines lors des réponses antibactériennes.

La classe des PAMs riches en prolines ne comprend qu’une famille bien définie chez les
insectes : celle des Lébocines, qui est spécifique aux lépidopteres. Les Lébocines sont de petits
peptides O-glycosylés de 22 a 32 acides aminés. Elles sont synthétisées sous la forme de
précurseurs, qui sont maturés par clivage protéolytique de facon intra- ou extracellulaire. Ces
peptides sont généralement actifs contre les bactéries a Gram négative et a Gram positive,
ainsi que contre quelques organismes fongiques. La classe des PAMs riches en prolines
comprend également divers peptides sans homologie de séquence identifiés au sein
d’especes diptéres, hyménoptéres et hémiptéres (Yi et al., 2014). Ces peptides incluent par
exemple la Drosocine et la Metchnikowine de D. melanogaster, qui sont respectivement
impliquées dans les réponses antibactériennes et antifongiques (Hanson and Lemaitre, 2020).
lIs incluent également les PAMs d’hyménopteres Abaecine et Apidaecine, qui exercent leurs
activités antibactériennes par inhibition de la protéine chaperone DNaK et/ou de la sous-unité
ribosomale 50S chez la bactérie a Gram négative Escherichia coli (Castle et al., 1999 ; Otvos et
al., 2000 ; Krizsan et al., 2014 ; Rahnamaeian et al., 2015).

La classe des PAMs riches en glycines est tres diversifiée, et comprend deux familles bien
définies : les Attacines, retrouvées chez les lépidoptéeres et certains dipteres, et les Glovérines,
qui sont spécifiques aux lépidopteres. Le terme de peptide est en réalité inexact pour les
Attacines, puisque leur taille est d’environ 200 acides aminés. Elles sont synthétisées sous la
forme de précurseurs, qui sont maturés par clivage protéolytique avant sécrétion. Les
Attacines ont tendance a se structurer en hélices a en milieu hydrophobe et elles peuvent
étre chargées positivement ou négativement. Ces PAMs présentent principalement des
activités contre les bactéries a Gram négative, dont elles peuvent perméabiliser les
membranes et/ou inhiber la production de protéines de la membrane externe (Engstrém et
al., 1984 ; Carlsson et al., 1991). Il a par ailleurs été montré chez D. melanogaster, que le
propeptide clivé lors de la maturation de I’Attacine C peut également présenter des activités
contre les bactéries a Gram négative (Rabel et al., 2004). Les Glovérines sont elles aussi des
protéines, dont la taille est d’environ 130 acides aminés. Elles possédent une structure

secondaire en hélice a et peuvent étre neutres, chargées positivement ou chargées
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négativement. Tout comme les Attacines, elles sont synthétisées sous la forme de précurseurs
maturés par clivage protéolytique et sont surtout actives contre les bactéries a Gram
négative. Indépendamment de ces deux sous-familles, on retrouve des peptides riches en
glycine chez une importante diversité d’insectes, incluant des dipteres, des coléoptéeres, des

hémipteres et des hyménopteres (Yi et al., 2014).
2. b. Lysozymes et protéines Lysozyme-like

Les lysozymes et les protéines Lysozyme-like (LLPs) représentent une autre catégorie
d’effecteurs antimicrobiens tres répandue chez les insectes. Les lysozymes sont des protéines
sécrétées d’environ 120 acides aminés possédant un domaine muramidase qui dégrade le
peptidoglycane bactérien. Cette propriété leur confere généralement une activité
antimicrobienne vis-a-vis des bactéries a Gram positive, mais aussi des bactéries a Gram
négative, grace a des synergies avec des PAMs déstabilisant la membrane externe des
bactéries (Callewaert and Michiels, 2010). Chez les insectes, certains lysozymes peuvent par
ailleurs présenter des activités antifongiques ou antivirales, mais les mécanismes impliqués ne
sont pas encore caractérisés (Sowa-Jasilek et al., 2014 ; Chen et al., 2018). Les LLPs sont des
lysozymes dont le domaine muramidase n’est pas fonctionnel. Ces protéines peuvent
néanmoins posséder des activités antibactériennes via un mécanisme dépendant de leurs
interactions avec le peptidoglycane (Gandhe et al., 2007). Tout comme les lysozymes, les LLPs

peuvent également présenter des activités antivirales (Satyavathi et al., 2018).
2. c. Bomanines

Les Bomanines constituent une famille de peptides sécrétés uniguement retrouvés au sein du
genre diptére Drosophila. Chez I'espéce D. melanogaster, ces peptides sont parmi les facteurs
les plus surexprimés apres activation de la voie Toll (Uttenweiler-Joseph et al., 1998 ; De
Gregorio et al., 2002 ; Boutros et al., 2002) et plusieurs travaux suggérent qu’ils jouent un réle
important dans la réponse systémique de l'insecte a différents types d’infections. Il a en effet
été montré que la délétion de dix des douze genes correspondant au répertoire de Bomanines
de D. melanogaster induit une réduction drastique de sa survie a l'infection par plusieurs
bactéries a Gram positive et organismes fongiques (Clemmons et al., 2015 ; Hanson et al.,

2019).
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Les Bomanines sont caractérisées par la présence de motifs conservés, qui correspondent a
des régions de 16 résidus comportant une séquence CXXC. Ces peptides sont maturés par
clivage protéolytique et peuvent étre de trois types. Le premier type correspond a une forme
courte de 16 a 17 résidus comprenant uniquement le motif caractéristique des Bomanines. Le
second correspond a une forme flanquée, qui comprend un motif caractéristique des
Bomanines suivi d’'une séquence de 15 a 82 résidus a I'extrémité C-terminale. Le dernier type
correspond a une forme longue comportant deux répétitions du motif caractéristique des
Bomanines séparées par une séquence de 43 a 103 résidus (Clemmons et al., 2015).

Bien que leurs activités biochimiques soient encore inconnues et qu’aucune homologie de
séquence avec des PAMs connus n’ait été relevée, plusieurs éléments permettent de
considérer les Bomanines comme de probables effecteurs de I'immunité antimicrobienne.
Tout d’abord, il a été montré que les Bomanines ont bien un impact sur la résistance de
I'insecte aux infections, mais pas sur sa résilience (Clemmons et al., 2015). Il a également été
montré que les Bomanines ont un impact sur I'activité antimicrobienne du plasma de l'insecte
ex vivo (Lindsay et al., 2018), mais pas sur la mélanisation et les réponses cellulaires in vivo
(Clemmons et al., 2015). Enfin, il a été montré que ces peptides n’ont pas d’influence sur le
niveau d’activation de la voie Toll (Clemmons et al., 2015), ainsi que sur la maturation des
PAMs antifongiques Drosomycine et Metchnikowine de D. melanogaster (Lindsay et al.,
2018), ce qui suggere qu'’ils agissent bien en aval de la voie Toll, et probablement en paralléle
des PAMs de l'insecte lors de la réponse systémique. Toutefois, I'existence d’une activité
antimicrobienne au sein de cette famille de peptides reste a confirmer, puisque les mesures
d’activités antimicrobiennes réalisées sur des Bomanines synthétiques n’ont donné aucun
résultat significatif a ce jour (Lindsay et al., 2018).

L’existence de ces peptides laisse penser que d’autres effecteurs antimicrobiens encore non-
caractérisés et spécifiques a certains taxons d’insectes pourraient jouer un réle primordial

dans leurs réponses systémiques et humorales aux infections.

D. ARN interférence

L’ARN interférence représente un cas particulier de réponse locale ou systémique, qui est
spécifiguement dirigée contre les pathogénes viraux. Il s’agit d’'un mécanisme ancestral et

conservé au sein du vivant, qui permet de dégrader et/ou d’altérer les fonctions d’ARNs
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endogénes ou exogenes. Quatre voies de I’ARN interférence ont été décrites chez les insectes,
et deux d’entre elles, la voie des petits ARNs interférents (siRNAs) exogene et celle des ARNs
interagissant avec les protéines Piwi (piRNAs) peuvent étre impliquées dans la réponse

immunitaire antivirale (Karlikow et al., 2014).

1. Voie des siRNAs exogéne

Dans un contexte immunitaire, la voie des siRNAs exogene est initiée dans le cytosol, par de
longs ARN bicaténaires viraux (Figure 10). Ces ARNs peuvent provenir de virus possédant un
génome a ARN bicaténaire, mais aussi de virus a ARN monocaténaire formant des structures
secondaires, ou encore de virus a ADN produisant des ARNs antisens (Karlikow et al., 2014).
Chez D. melanogaster, ces ARNs sont reconnus par un complexe comprenant la protéine de
liaison aux ARNs bicaténaires R2D2 et I’endoribonucléase Dicer 2, qui clive les ARNs viraux en
petits fragments bicaténaires de 21 nucléotides (siRNAs). Au cours du clivage de I’ARN cible, le
complexe Dicer 2/R2D2 s’associe au complexe protéique RISC, qui comprend les
endoribonucléases Argonaute 2 et C3PO (constituée des sous-unités Transline et Trax). Cette
association permet le clivage par Argonaute 2 et C3PO de I'un des brins du siRNA formé, suite
a une fixation de R2D2 a son extrémité 5. L'autre brin, appelé brin guide, est en revanche
incorporé dans le complexe RISC, ou il s’associe a Argonaute 2 et est méthylé a son extrémité
3’ par la méthyltransferase Henl. Le complexe RISC ainsi maturé s’associe aux ARNs viraux par
complémentarité de séquence avec le brin guide, ce qui permet a Argonaute 2 de cliver le brin
complémentaire 10 paires de bases en aval de I'extrémité 5’ du brin guide. Les fragments
d’ARNs viraux résultant de ce clivage sont ensuite dégradés par les ribonucléases cellulaires
(Schuster et al., 2019).

L'induction de ce mécanisme de défense dans des cellules infectées peut conduire a la
production d’une réponse systémique antivirale, via la phagocytose des cellules infectées par
les hémocytes circulants. Les hémocytes sont en effet capables de produire des ADNs
complémentaires aux ARNs viraux via la mobilisation de transcriptases inverses issues
d’éléments transposables. Ces ADNs permettent de générer une grande quantité de siRNAs,
qui sont ensuite distribués aux cellules environnantes par des vésicules de type exosome. Les

ADNCc produits conferent une protection durable contre les infections par le virus rencontré,
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Figure 10 : Voie des siRNAs exogenes de Drosophila melanogaster.
Figure modifiée de Schuster et al., 2019.



ce qui suggere qu’il existe une forme d’'immunité adaptative antivirale chez D. melanogaster

(Tassetto et al., 2017).

2. Voie des piRNAs

Les piRNAs sont des ARNs simple brins de 23 a 29 nucléotides de long, qui sont produits a
partir d’ARNs monocaténaires précurseurs. Les précurseurs sont généralement issus de la
transcription sens et antisens de régions génomiques contenant des éléments transposables
non-fonctionnels. lls sont ensuite maturés dans des structures cytosoliques particulieres
appelées corps Yb, via un mécanisme dépendant des protéines Yb, Sister of Yb, Armitage,
Vreteno, Shutdown et Zuchini. Chez D. melanogaster, les piRNAs peuvent ensuite étre pris en
charge par les endoribonucléases Piwi, Aubergine ou Argonaute 3 dans les cellules de la lignée
germinale, ou uniqguement par Piwi dans les cellules de la lignée somatique. Dans la lignée
germinale, la prise en charge des piRNAs sens et antisens par Argonaute 3 et Aubergine
respectivement, conduit au clivage de I’ARN cible en 3’ et en 5’ de la zone d’hybridation du
piRNA. Ce mode de clivage permet d’amplifier les piRNAs de facon cible-dépendante. Chez Ia
Drosophile, la fonction principale de cette voie est de contrbler I'activité des éléments
transposables (Lau et al., 2009 ; Olivieri et al., 2010 ; Yamashiro and Siomi, 2018). Des études
menées sur les modeles A. aegypti et A. albopictus ont toutefois montré qu’une voie non-
canonique des piRNAs peut jouer un réle dans la réponse des cellules de la lignée somatique
aux arbovirus a ARN monocaténaire. Cette voie semble impliquer une amplification cible-
dépendante des piRNAs similaire a celle observée dans la lignée germinale de la Drosophile

(Morazzani et al., 2012 ; Vodovar et al., 2012).

Conclusion

Notre connaissance des bases signalétiques et des mécanismes de I'immunité des insectes
s’est considérablement étendue au cours des derniéres décennies. Elles ont été en grande
partie élucidées grace a l'utilisation des outils de manipulation génétique disponibles pour
I’organisme modele D. melanogaster. Ces outils ont en effet permis d’identifier les fonctions
d’un nombre important d’acteurs moléculaires impliqués dans les défenses épithéliales,
I’'hématopoiése, la phagocytose, les réponses humorales systémiques et les réponses

antivirales. En parallele, des travaux menés sur des espéces lépidopteres telles que M. sexta
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ou encore S. exigua ont permis d’améliorer notre compréhension des réponses
d’encapsulation, de nodulation ainsi que de mélanisation. lls ont également permis
d’identifier des cytokines et autres médiateurs non-protéiques qui font le lien entre toutes les
composantes de lI'immunité des insectes. La poursuite de ces travaux devrait a terme
permettre d’obtenir une vision plus intégrée du fonctionnement global du systeme
immunitaire. En paralléle, I'étude de I'immunogénome et des fonctions d’effecteurs et de
récepteurs de I'immunité chez diverses espéces d’intérét suggere I'existence d’une grande
hétérogénéité de modalités de reconnaissance et de destruction des pathogenes, qui doit

étre prise en compte dans le cadre de I'étude de leurs interactions avec les pathogenes.
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Il. Les complexes nématobactériens entomopathogénes et leurs
interactions avec le systeme immunitaire des insectes

Les complexes nématobactériens (CNBs) entomopathogénes sont des pathogénes d’insectes
particuliers, constitués de deux organismes en association symbiotique et mutualiste. Le
premier d’entre eux est un nématode microscopique qui vit dans les sols. Il s’agit d’'un ver
rond pourvu de systemes nerveux, digestif, reproducteur et d’excrétion, et entouré d’une
cuticule constituée de protéines, de lipides et de glucides (Basyoni and Rizk, 2016). Le second
est une bactérie a Gram négative, que le nématode porte généralement dans son intestin
lorsqu’il est hors d’un hote. Dans le cadre de ces associations, le partenaire nématode sert
avant tout de vecteur a la bactérie, tandis que la bactérie augmente la virulence et/ou crée
des conditions favorables a la croissance du nématode dans le cadavre de I’hote (Forst and
Clark, 2002). Les premieres découvertes de nématodes entomopathogenes ont eu lieu dans
les années 1920. L’existence de leurs partenaires bactériens a ensuite été mise en évidence
dans les années 1950 (Poinar and Grewal, 2012). Depuis, plus d’une centaine de CNBs
entomopathogenes ont été identifiés (Labaude and Griffin, 2018). En raison de I'originalité de
ces associations et de leur intérét pour la lutte biologique contre les insectes ravageurs de
cultures, leurs écologies et de leurs biologies ont été fortement étudiés. Dans cette deuxiéme
partie d’introduction, je commencerai par décrire la diversité et les liens de parenté entre les
CNBs découverts a ce jour. Je présenterai ensuite les principales informations dont nous
disposons concernant leurs répartitions spatiales, leurs habitats et leurs spectres d’hotes.
Enfin, je détaillerai leurs cycles de vie a I'intérieur du corps des insectes, en me focalisant en
particulier sur l'un des aspects les plus étudiés de [linteraction: leurs stratégies

d’échappement aux défenses immunitaires de leurs hotes.

A. Origines et diversité

1. Emergences au cours de I’évolution des nématodes

L’embranchement Nematoda est un phylum ancien dont la diversité est estimée a 100 000 a
10 millions d’espéces (Schafer, 2016). Bien que I'ancétre commun a tous les nématodes ait
probablement été autonome, nombre d’entre eux sont devenus parasites de végétaux et

d’animaux au cours de leurs histoires évolutives (Blaxter and Koutsovoulos, 2015). Dans le cas
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des nématodes entomopathogeénes, la pathogénicité repose systématiquement sur une
association symbiotique et mutualiste avec des bactéries qui les assistent dans leurs cycles de
vie parasitaires. Selon |'état actuel de nos connaissances, ces nématodes peuvent appartenir a
trois genres : Steinernema, Heterorhabditis et Oscheius (Dillman et al., 2012). Toutes les
espéces appartenant aux genres Steinernema et Heterorhabditis sont entomopathogénes et
associées de facon stable avec des entérobactéries des genres Xenorhabdus et Photorhabdus,
respectivement (Forst and Clarke, 2002). En revanche, seules deux espéces du genre Oscheius
sont considérées comme de véritables entomopathogenes (Dillman et al., 2012). L'émergence
de nématode entomopathogenes au sein de ce genre est considérée comme plus récente ou
anecdotique et la stabilité de leurs associations avec leurs symbiotes, des entérobactéries du
genre Serratia, est plus incertaine (Zhang et al., 2008 ; Fu and Liu, 2019 ; Torres-Barragan et
al., 2011).

Dés 1993, l'étude des caracteres morphologiques des nématodes Steinernema et
Heterorhabditis a conduit a I’hypothése d’une évolution par convergence de ces deux lignées,
qui auraient acquis leurs modes de vie parasitaires de facon indépendante (Poinar, 1993).
Depuis, diverses analyses phylogénétiques ont montré que les trois genres de nématodes
entomopathogenes ont émergé de facon indépendante (Adams and Nguyen, 2002 ;
Holterman et al., 2006 ; van Megen et al., 2009). Les études ayant fourni les résultats les plus
précis sont basées sur les séquences de I’ARN ribosomique 18S des nématodes. Elles mettent
en évidence une proximité du genre Steinernema avec les Strongyloididae (parasites de
vertébrés) et les Panagrolaimoidae (autonomes), et une proximité des genres Heterorhabdlitis
et Oscheius avec les Rhabditidae et les nématodes du genre Pellioditis (autonomes) (Figure
11) (Blaxter et al., 1998 ; Spiridonov and Subbotin, 2016 ; van Megen et al., 2009). Sur la base
de la répartition géographique des nématodes Steinernema et Heterorhabditis actuels, Poinar
a émis I'hypothése d’une existence antérieure a la dislocation de la Pangée, a la fin du
Permien (~250 millions d’années) (Poinar and Grewal, 2012). L'origine ancienne des
Heterorhabditidae a par ailleurs été confirmée par un fossile datant du Crétacé inférieur (100-
145 millions d’années), qui suggére que les proto-Heterorhabditidae auraient déja adopté leur
style de vie parasitaire a cette période (Poinar, 2011).

Les bactéries des genres Xenorhabdus, Photorhabdus et Serratia appartiennent toutes a la

famille des Enterobacteriaceae, qui comprend de nombreuses espéces entretenant des
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relations pathogenes (ex: Shigella dysenteriae, Yersinia pestis), commensales (Escherichia
coli, Proteus mirabilis) ou mutualistes (ex: Buchnera aphidicola, Sodalis glossinidius) avec
I'homme et les animaux (Husnik et al., 2011 ; Schierack et al., 2007 ; Ruiu et al.,, 2015 ;
Donnenberg et al., 2015). D’apres I'analyse phylogénétique des ARN ribosomiques 16S des
membres de cette famille, les genres Xenorhabdus et Photorhabdus partagent leur plus récent
ancétre commun (Sproer et al., 1999 ; Moran et al., 2005 ; Chaston et al., 2011). L’hypothese
majoritaire est que cet ancétre, probablement libre et entomopathogéne, se serait
indépendamment intégré dans la lignée des Steinernematidae et dans celle des
Heterorhabditidae, jusqu’a ne plus étre retrouvé sous sa forme libre (Dowds and Peters,
2002 ; Chaston et al., 2011). Le genre Serratia possede des liens phylogénétiques plus
lointains avec les genres Xenorhabdus et Photorhabdus (Sproer et al., 1999) et, comme
indiqué précédemment, son association avec des nématodes entomopathogénes reste

anecdotique (Petersen and Tisa, 2013).

2. Diversités d’espéces et d’associations

La diversité des complexes Oscheius-Serratia est encore difficile a estimer, notamment en
raison de |'existence d’un continuum allant de la nécroménie (utilisation de carcasses comme
ressource nutritive) a la pathogénicité vis-a-vis des insectes chez le genre Oscheius (Dillman et
al., 2012; Campos-Herrera et al, 2015). Les deux complexes reconnus comme
entomopathogenes sont O. chongmingensis-S. nematodiphila (Zhang et al., 2008) et O.
carolinensis-S. marcescens (Torres-Barragan et al., 2011), dont les partenaires nématodes
appartiennent au méme clade, celui des Insectivora (Ye et al., 2018). Ce clade contient
environ 9 especes identifiées a ce jour (Ye et al.,, 2018 ; Serepa-Dlamini and Gray, 2018 ;
Valizadeh et al., 2017), mais la nature de leurs interactions avec les insectes et les bactéries
du genre Serratia n’ont pas encore été caractérisées pour la plupart d’entre elles.

La diversité des complexes Steinernema-Xenorhabdus a quant a elle été fortement explorée,
permettant I'identification de 90 espéces de nématodes (réparties en 5 a 12 clades) et 26
espéces de symbiotes bactériens (Laubaude and Griffin, 2018 ; Sajnaga et al., 2018). Bien que
quelques espéces bactériennes, comme X. bovieni ou X. poinarii, puissent étre associées a
plusieurs especes de nématodes, chaque espéce de nématode n’est associée qu’a une espéce

du genre Xenorhabdus (Sajnaga et al., 2018), ce qui restreint la diversité des complexes. Cette

56



( A) S ¥ X. stockiae
I S cnrpocapsse"—l X innexi

S. scaptensei ——— L
S. monticolum ' r—"‘ff X. beddingi

5. diaprepesi — X. poinarii o
5. sangi ——— X. doucetiae
S khoisanae —— | TT—X. vietnamensis -
v S. hermaphroditum X gnffiniae
S. longicaudum . X. kozodoi (S nnui»ul -
S glaseri X. kozodoi (S ooemml
‘—Es. apulae X. szentirmai (S. rarum)
- S. boemarel W X. indic Cx-n
I_ES o 1—4:{ r (S anatobonse)
- s j/ X nemalophila (S. websten)
I—S rarum \ ‘-IX nemalophila (S carpocapsae)
S. weisen /Jlr—)( $p. (S costaricense)
§. leltige (France) X sp.(s =~
S feltiae (FL) X. bovienii (5. affine)
— 5. punlauvense X, bovienii (S. weisen)
m S. faltiae (CA) X. bovienii (S feltise FL)
u 5. jollieti X. bovienii (S. intermedium)

S. kraussei g—
S. oregonense (AZ)
§. oregonense (OR)

§. nobrave
v -ES bicomutum
5. abbasi

h— S, COSarCONse

— )
) e X DOWVIENN (. jollverts) C”“
X. BOVIenii (S. kroussed)

X. bovienii (S. tetias France,
X. bovienii (S. puntauvense)
X b (S famae CA
X. bovienii (S oregonense AZ)

X. bovienii (S. sregonense OR)

| ES alfirg = / X. cnbaml:nsu: C
S inter —t e S

( B) H.indicaMD10 ————————————  P.l.akhurstiiMD10

H. indicaDl ————————————— P.|. akhurstii D1

H. indica MP111 ——————— P. |. akhurstii MP111
H.d iK122 P.t. temperata K122

H. megidis HP8S. P.t. temperata HP88

H. megidis HF85 P.t. ata HF85

H. zealandica NZH3. P.t. is NZH3

H. bacteriophora GPS11___P. t.stackenbrandti GPS1

H. bacteriophora TTO P. t. stackenbrandtii Arg

H. bacteriophora Arg/\P. |. laumondii Iranl

H. bacteriophora iran1’ " P. |. laumondii TT01

H. bacteriophora KMD74 —P. |. kayaii KMD74

Figure 12 : Cophylogénies des partenaires nématodes et bactériens des

complexes nématobactériens entomopathogénes. Les arbres cophylogéné-
tiqgues sont issus de Stock in Campos-Herrera, 2015. Larbre correspondant aux
complexes Steinernema-Xenorhabdus (A) a été modifié de Lee and Stock, 2010. Il a
été construit selon la méthode du maximum de vraisemblance a partir des
séquences 28S, 12S et COI des nématodes et des séquences 16S, RecA et SerC des
bactéries. Larbre correspondant aux complexes Heterorhabditis-Photorhabdus (B) a
été modifié¢ de Maneesakorn et al., 2011. Il a été construit selon la méthode du
maximum de vraisemblance a partir des séquences ITS des nématodes et des
séquences GyrB des bactéries.




spécificité d’association résulte d’une forte co-évolution entre les deux partenaires dont les
roles respectifs peuvent varier d’un CNB a I'autre (Boemare, 2002 ; Ogier et al., 2014). Cette
coévolution a été confirmée par des expériences de réassociation nématode-bactérie, qui ont
montré une baisse de fitness chez les nématodes associés a des souches bactériennes non-
natives proportionnelle a leur distance phylogénétique avec les souches natives (Sicard et al.,
2004 ; Sicard et al., 2005 ; Murfin et al.,, 2015; McMullen et al., 2017). Néanmoins, des
analyses de co-cladogenése ont révélé plusieurs incongruances entre les histoires évolutives
des nématodes et de leurs symbiotes bactériens, suggerant qu’une plasticité d’association
existe dans la nature (Figure 12A) (Lee and Stock, 2010).

Les complexes Heterorhabditis-Photorhabdus semblent moins diversifiés, avec environ 23
especes de nématodes décrites (réparties en 3 clades) et 19 espéces de symbiotes bactériens
(Spiridinov and Subbotin, 2016 ; Machado et al., 2018). Cette faible diversité spécifique est
néanmoins compensée par une forte diversité intraspécifique chez les partenaires
nématodes, qui est liée a des phénomenes d’adaptation locale (Hominick, 2002). Bien que
certaines especes d’Heterorhabditis, comme H. bacteriophora et H. downesi, puissent étre
associées a plusieurs especes bactériennes (Boemare et al., 2002 ; Maher et al.,2017), des
analyses de co-cladogeneése suggerent une co-évolution équivalente voire supérieure chez ces
complexes par rapport a celle observée pour les complexes Steinernema-Xenorhabdus (Figure

12B) (Maneesakorn et al., 2011).

B. Habitats, comportements et spectres d’hotes

1. Répartitions géographiques et habitats

L’environnement naturel des nématodes entomopathogénes est la couche superficielle des
sols, ou ils peuvent occuper des habitats trés diversifiés. lls sont retrouvés sur tous les
continents a I'exception de I’Antarctique et leur prévalence dans le sol peut varier de 2 a 45 %
suivant les études (Hominick, 2002). Leur répartition spatiale, aussi bien a I’échelle locale qu’a
I’échelle globale, dépend tout d’abord du genre et de I'espéce considérés et de leurs
préférences en termes de type de sol, de température et d’h6tes (Boemare, 2002 ; Hominick,
2002 ; Peters, 1996). De maniere générale, les nématodes du genre Heterorhabditis sont

principalement retrouvés dans des zones sableuses en bord de mer, tandis les nématodes du
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genre Steinernema sont retrouvés dans divers types de sols, et sont particulierement
diversifiés en milieu forestier (Hominick, 2002). Les nématodes du genre Oscheius sont
retrouvés sur tous les continents habitables (Lephoto and Gray, 2019 ; Serepa-Dlamini and
Gray, 2018 ;Campos-Herrera et al., 2015 ; Torrini et al., 2015 ;Foelkel et al., 2017 ; Ye et al.,
2018 ; Karimi et al., 2018; Zhou et al., 2017; Bisel, 2016) et les deux especes
entomopathogeénes ont été échantillonnées dans les iles de Shongming en Chine (Zhang et al.,
2008), dans un champs de luzerne en Mongolie (Fu and Liu, 2019) et dans du vermicompost
en Caroline du Nord (Torres-Barragan et al., 2011 ), ce qui suggere qu’elles évoluent dans des
environnements variés. La répartition géographique des nématodes est toutefois soumise a
une forte hétérogénéité spécifique (Hominick, 2002). Par exemple, au sein du genre
Heterorhabditis, les especes H. bacteriophora et H. indica sont trés largement distribuées,
tandis que les autres espéces du clade Indica sont principalement retrouvées en zones
tropicales et subtropicales et que les autres espéces du clade Bacteriophora ne sont
retrouvées que dans une ou deux zones spécifiques (Spiridinov and Subbotin, 2016). De la
méme maniére, au sein du genre Steinernema, les especes S. carpocapsae et S. feltiae sont
ubiquistes (Spiridinov and Subbotin, 2016) tandis que de nombreuses autres espéeces sont
plus localisées, comme c’est, par exemple, le cas de S. kushidai qui n’est retrouvé qu’au Japon
(Boemare, 2002) et de S. riobravis, qui n’est naturellement retrouvé qu’au Texas et au

Mexique (Peters, 1996 ; Stuart et al., 2004).

2. Stratégies de chasse et spectres d’hotes

Le spectre d’hotes des nématodes entomopathogenes est difficile a prédire, car il est
généralement beaucoup plus étendu en conditions de laboratoire que dans des conditions
naturelles (Poinar, 1979 in Peters, 1996). L'un des principaux facteurs pouvant expliquer ces
différences est celui de la stratégie de chasse utilisée par les nématodes. Les nématodes
entomopathogenes se déplacent généralement en groupe pour rechercher de nouveaux
hotes (Labaude and Griffin, 2018). Selon leur stratégie, ils peuvent étre qualifiés
d’« ambushers » (qui tendent une embuscade), de « cruisers » (qui partent en croisiére) ou
d’intermédiaires (Lewis, 2002). Les « ambushers » migrent généralement a proximité de la
surface du sol (jusqu’a environ 2 cm de profondeur dans le cas de S. carpocapsae), ou ils se

dressent sur leurs extrémités postérieures dans l'attente du passage d’un hote. Ces
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nématodes peuvent également sauter sur leurs cibles via un mouvement de contraction
autour d’une goutte d’eau dont I'éclatement propulse le corps du nématode (jusqu’a environ
5 mm de distance et 4 mm de hauteur pour S. carpocapsae) (Reed and Wallace, 1965 ;
Campbell and Kaya, 1999). En revanche, les « cruisers » migrent latéralement et en
profondeur sur de longues distances (généralement jusqu’a 11 a 12 cm de distance et 35 cm
de profondeur pour H. bacteriophora) pour trouver un hote (Ferguson et al., 1995 ; Bal et al.,
2014 ; Bal et al., 2015). Les nématodes intermédiaires peuvent quant a eux utiliser les deux
stratégies en fonction de leurs prédispositions et des conditions (Lewis, 2002). De manieére
générale, la stratégie des « ambushers » favorise I'infection d’h6tes mobiles et vivant a la
surface du sol (Poinar and Grewal, 2012 ; Labaude and Griffin, 2018). Cette observation est
par exemple illustrée par la capacité de S. carpocapsae a infester la chenille Pieris brassica
(Lepidoptera : Pieridae), qui vit exclusivement au-dessus du sol (Peters, 1996). En revanche, la
stratégie des « cruisers » favorise I'infection d’hotes immobiles et vivant plus en profondeur
dans le sol (Poinar and Grewal, 2012 ; Labaude and Griffin, 2018). C’est par exemple le cas de
H. bacteriophora, qui infecte les larves exclusivement souterraines de Popillia japonica
(Coleoptera : Scarabeidae) et de Diabrotica balteata (Coleoptera: Chrysomelidae) (Peters,
1996). Toutefois, divers éléments de la structure du sol, comme la présence de racines ou
d’animaux mobiles pouvant établir des interactions phorétiques, peuvent influencer les
capacités de migration de ces différents types de nématodes (Lacey et al., 2015 ; Labaude and
Griffin, 2018).

Parmi les facteurs pouvant influencer la spécificité d’hétes, on retrouve également de
nombreux types de signaux de perception a distance. Pour se diriger vers leurs cibles, les
CNBs peuvent utiliser des signaux peu spécifiques, comme par exemple un gradient de
température (Byers and Poinar, 1982), de dioxyde de carbone (Hallem et al., 2011), des
vibrations (Torr et al., 2004), et possiblement, des stimuli électromagnétiques (Shapiro-llan et
al., 2009 ; Shapiro-llan et al., 2012 ; llan et al., 2013). Cependant, ils peuvent également
utiliser des signaux plus spécifiques, tels que des phéromones sexuels de l'insecte (Rivera et
al., 2017), des signaux odorants (Hallem et al., 2011 ; Dillman et al., 2012), des signaux
chimiques issus d’un insecte infesté par des nématodes de la méme espéce ou d’'une espéce
différente (Lewis and Gaugler, 1994 ; Grewal et al., 1997 ; Ramos-Rodriguez et al., 2007 ;

Christen et al., 2007), ou encore des signaux de stress émis par des plantes blessées par des
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insectes (Rasman et al., 2005 ; Laznik and Trdan, 2016 ; Tonelli et al., 2016). Enfin, le contact

avec la cuticule de I'insecte peut aussi jouer un rdle dans sa reconnaissance (Lewis, 2002).

C. Infection et cycle de vie parasitaire des complexes

1. Forme infectieuse quiescente

Les nématodes entomopathogeénes des genres Steinernema et Heterorhabditis ne sont
retrouvés dans le sol que sous une forme développementale quiescente appelée le stade
juvénile-infestant (Figure 13). Il s’agit d’une forme alternative du troisieme stade larvaire du
nématode, équivalente a la larve Dauer du nématode modele Caenorhabditis elegans (Forst
and Clarke, 2002). A ce stade, les symbiotes bactériens Xenorhabdus ou Photorhabdus sont
localisés dans la lumiére intestinale des nématodes. Les bactéries y sont sous forme de biofilm
accolé a la paroi intestinale dans le cas des complexes Heterorhabditis-Photorhabdus
(Ffrench-constant et al., 2003), tandis qu’elles sont contenues dans un réceptacle formé de
deux entérocytes modifiés et de structures intravésiculaires mucoides dans le cas des
complexes Steinernema-Xenorhabdus (Bird and Akhurst, 1983 ; Martens and Goodrich-Blair,
2005). Dans les deux cas, I’'environnement et I'état physiologique des bactéries permettent de
stabiliser la taille de leurs populations, avec 0 a 300 bactéries par nématode pour les
complexes Heterorhabditis-Photorhabdus (Ciche and Ensign, 2003 ; An and Grewal, 2010) et
10 a 200 bactéries par nématode pour les complexes Steinernema-Xenorhabdus (Poinar,
1966 ; Stilwell et al., 2018). Le stade juvénile-infestant est également caractérisé par la
présence d’un feuillet externe, qui correspond a la cuticule du deuxieme stade larvaire du
nématode (Adams and Nguyen, 2002). Cette cuticule est connue pour protéger les nématodes
Heterorhabditis de la dessication (Menti et al., 1997 ; Perry et al., 2012) et des infections
fongiques (Timper and Kaya, 1989), et elle empéche les nématodes de se nourrir hors d’un
hote (Adams and Nguyen, 2002). Dans ces conditions, les nématodes ne peuvent survivre que
pendant quelques semaines ou quelques mois hors d’un insecte-h6te (Shapiro-llan et al.,

2006 ; Grewal et al., 2011).
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2. Infection de I’h6te par le nématode

Pour rentrer dans le corps d’un insecte, et ainsi reprendre leur développement, les
nématodes juvénile-infestants doivent tout d’abord franchir ses barrieres externes (Figure
13). Pour ce faire, ils peuvent passer par les orifices naturels, soient la bouche, I'anus et les
spiracles (orifices externes des trachées) (Dowds and Peters, 2002). Les nématodes du genre
Heterorhabditis peuvent par ailleurs pénétrer directement dans I’'hémoccele grace a une dent
terminale leur permettant de percer la cuticule de I'insecte (Bedding and Molyneux, 1982). La
voie d’entrée utilisée dépend de plusieurs parametres, incluant I'épaisseur de la cuticule de
I’'h6te (Labaude and Griffin, 2018), la taille et I'architecture de ses spiracles (Forschler and
Gardner, 1991 ; Peters and Ehlers, 1994), la taille et la puissance de ses mandibules (Eidt and
Thurston,1995 ; Gaugler and Molloy,1981), la composition de son fluide intestinal (Wang et
al., 1995) ou encore la fréquence de ses déjections (Cui et al.,1993). Dans le cas d’une entrée
via la voie intestinale, la traversée de I'épithélium digestif s’effectue probablement au niveau
de l'intestin moyen (Cui et al., 1993), via une émission d’enzymes hydrolytiques (Abu Hatab et
al., 1995 ; Simoes, 1998). Chez S. carpocapsae, il a en effet été montré que le contact avec le
bol alimentaire du |épidoptere G. mellonella induit I'expression des protéases a sérine Sc-SP1
et Sc-SP3, qui causent une délamination et une histolyse des entérocytes lorsqu’elles sont
administrées par voie orale a l'insecte (Toubarro et al., 2009 ; Toubarro et al., 2010). De la
méme maniére, il a été montré chez D. melanogaster que H. bacteriophora induit une
destruction de la matrice extracellulaire bordant I'intestin, notamment via une dégradation
de collagene de type IV (Arefin et al., 2014). En revanche, aucun mécanisme décrivant le
franchissement par le nématode de la matrice péritrophique bordant I'épithélium n’a été

décrit a ce jour.

3. Libération des symbiotes bactériens et mort de I’h6te

C’est généralement en amont ou au cours de ces premiéres étapes que le nématode perd sa
seconde cuticule, avant de libérer, au contact de I'"hémolymphe, son symbiote bactérien
(Figure 13) (Snyder et al., 2007 ; Sicard et al., 2004 ; Bedding and Molyneux, 1982 ; Ciche and
Ensign, 2003). La libération de la bactérie est amorcée aprés un temps variant de 30 minutes a

plusieurs heures, en fonction de la souche de nématode et de I’'h6te considérés (Dunphy and
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Webster, 1988 ; Ciche and Ensign, 2003 ; Sicard et al., 2004 ; Wang et al., 1995). Elle s’effectue
par défécation sur environ 2 heures pour les complexes Steinernema-Xenorhabdus (Poinar,
1966 ; Sicard et al., 2004) et par régurgitation sur plus de 5 heures pour les complexes
Heterorhabditis-Photorhabdus (Ciche and Ensign, 2003). Sauf exception (Costa et al., 2009), la
bactérie se développe ensuite de facon extracellulaire, dans I’'hémolymphe et au niveau des
tissus conjonctifs bordant I'intestin ou les organes hématopoiétiques de I'insecte (Sicard et
al., 2004 ; Silva et al., 2002). En paralléle, elle participe généralement a la suppression des
défenses de I'h6te ainsi qu’a la dégradation de ses tissus, et notamment de son intestin, par
émission de toxines et d’enzymes hydrolytiques (Forst and Clarke, 2002 ; Silva et al., 2002 ;
Hinchliffe et al., 2010). La bactérie sert par ailleurs de ressource nutritive a son partenaire
nématode, qui atteint son quatrieme et dernier stade larvaire apres une vingtaine d’heures
dans les cas de S. carpocapsae et de S. feltiae (Lu et al., 2017 ; Chang et al., 2019). La mort de
I'insecte survient généralement dans les 48 heures aprés contact avec les complexes, suite a
une septicémie, une toxémie et a une inanition (Forst and Clarke, 2002 ; Ciche,

2006 ; Hinchliffe et al., 2010).

4. Développement et reproduction dans le cadavre de I’hote

Apreés la mort, le développement des nématodes se poursuit, leur permettant d’atteindre le
stade adulte et de se reproduire (Figure 13) (Forst and Clarke, 2002). Plusieurs centaines ou
milliers d’ceufs par meére résultent de cette phase de reproduction (Wang and Bedding, 1996),
et 1 a 3 cycles complets de développement et de reproduction s’effectuent au sein du cadavre
(Adams and Nguyen, 2002). Lorsque les ressources deviennent limitantes, les ceufs éclosent
et se développent a lintérieur du corps de leurs meres, ou les symbiotes bactériens se
réassocient aux nématodes en fin de stade L2 (Wang and Bedding, 1996). Ce processus
aboutit a la formation de larves juvéniles-infestantes, qui sortent du corps de la mére, puis du
cadavre de l'insecte. On estime qu’environ 150 000 nématodes retournent ainsi a
I’environnement entre 7 et 21 jours post-infection (Wang and Bedding, 1996 ; Forst and
Clarke, 2002).

L'appropriation du cadavre de I'hGte est permise par la production par la bactérie de divers
composés a activités antibactériennes et antifongiques (Paul et al., 1981 ; Akhurst, 1982 ;

Boemare et al., 1992 ; Baghdiguian et al., 1993 ; Li et al., 1997 ; Hu and Webster, 2000 ; Ji et
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bactériens entomopathogénes. Le schéma a été construit d’aprés I'état actuel des
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Xenorhabdus. La fleche en gris correspond a une caractéristique propre aux complexes
Heterorhabditis-Photorhabdus.

:

Libération du symbiote
bactérien




al., 2004 ; Bode et al., 2009 ; Hu et al., 2006 ; Muangpat et al., 2017), de molécules ayant un
effet répulsif sur les animaux nécrotrophes et prédateurs (Bode et al., 2009 ; Zhou et al.,
2002) et de molécules a activités nématicides (Webster et al., 1999 ; Sicard et al., 2004b). La
persistance de bactéries issues du microbiote intestinal de I'insecte ou du microbiote des
nématodes a toutefois été observée chez différents modeles d’interaction, avec un impact
variable sur le développement des nématodes (Poinar, 1966 ; Blackburn et al., 2007 ; Singh et

al., 2014 ; Wollenberg et al., 2016).

D. Echappement aux défenses immunitaires de I’'hote

L'un des principaux enjeux associé a I'établissement du parasitisme d'un nématode
entomopathogene chez un insecte donné est la confrontation a ses défenses immunitaires
(Labaude and Griffin, 2018). En effet, dés son entrée dans I'"hémoccele, le nématode devrait
étre confronté a diverses réponses constitutives, telles que la coagulation, la mélanisation et
I’encapsulation cellulaire, qui sont susceptibles de mettre rapidement fin a I'infection (Wang
et al., 1994 ; Wang et al., 1995 ; Li et al., 2007 ; Ebrahimi et al., 2011). Une fois la bactérie
libérée, elle devrait également étre confrontée a des réponses cellulaires et humorales
constitutives, ainsi qu’aux réponses antimicrobiennes systémiques des insectes, qui peuvent
également mettre le complexe en échec (Eleftherianos et al., 2017). Pour survivre a ces
réponses, les nématodes et/ou leurs symbiotes peuvent utiliser une multitude de stratégies et
de mécanismes (Figure 14), dont la nature et |'efficacité varient suivant le CNB considéré,
I'espece-hote et son stade développemental (Wang et al., 1994 ; Wang et al., 1995 ; Simoes et
al., 2000 ; Li et al., 2007 ; Ebrahimi et al., 2011 ; Duvic et al., 2012 ; Eleftherianos et al., 2007 ;
Eleftherianos et al., 2008 ; Balasubramaninan et al., 2010 ; Ogier et al., 2014 ; Bisch et al.,

2014 ; Rahatkhah et al., 2015 ; Brivio and Mastore, 2018).

1. Facteurs et mécanismes utilisés par les partenaires nématodes

L'une des stratégies les plus efficaces pour survivre au systeme immunitaire de I'insecte est de
supprimer ses défenses. Cette stratégie, qui peut impliquer différents mécanismes et types de
facteur, est utilisée par de nombreux nématodes entomopathogénes et permet notamment
d’affaiblir le systéeme immunitaire avant la libération du symbiote bactérien (Dowds and

Peters, 2002).
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Les nématodes peuvent tout d’abord excréter des facteurs immunosuppresseurs dans le
corps de l'insecte. Cette stratégie est par exemple utilisée par S. carpocapsae, 'un des
nématodes entomopathogenes les plus étudiés. L'existence de facteurs immuno-suppresseurs
au sein des produits excrétés par le nématode lors du processus infectieux a en effet été
démontrée chez I'insecte G. mellonella (Simoes et al., 2000 ; Walter et al., 2008 ; Lu et al.,
2017). Parmi les principaux candidats, on retrouve les inhibiteurs de protéase Sc-KU4 et Sc-
SRP6, qui empéchent respectivement le piégeage des pathogénes dans les fibres du caillot et
le couplage entre la coagulation et la mélanisation (Toubarro et al., 2013a, 2013b). Sc-KU4
inhibe également I'agrégation des hémocytes (Toubarro et al., 2013b), tandis que deux autres
candidats, les protéases a sérine Sc-CHYM et SO1A inhibent la production de réponses
cellulaires et I'activité de la PO (Balasubramanian et al., 2009 ; Balasubramanian et al., 2010).
Le nématode excrete également un facteur de nature inconnue qui supprime deux PAMs de la
famille des cécropines de I'"hémolymphe du |épidoptére Hyalophora cecropia. La production
de ce facteur serait impliquée dans la protection de son symbiote bactérien X. nematophila
vis-a-vis de la réponse antimicrobienne de I'insecte (Gotz et al., 1981). En plus de ces facteurs,
les examens détaillés des génome, transcriptome et protéome du nématode, ainsi que de
nématodes entomopathogenes proches tels que S. feltiae (Chang et al., 2019), suggerent
gu’une multitude de protéines sécrétées pourraient intervenir dans la suppression des
défenses de I’'hote. Ces protéines incluent des protéases et inhibiteurs de protéases, qui
pourraient interférer avec les cascades régulatrices de l'immunité, des enzymes de
détoxification susceptibles de réduire la toxicité des réponses cellulaires et de mélanisation,
ou encore des protéines liant les acides gras et le rétinol (protéines FAR), qui pourraient
interférer avec la voie des éicosanoides et avec l'induction de réponses cellulaires (Hao et al.,
2010; Dillman et al., 2015 ; Rougon-Cardoso et al., 2016). Par ailleurs, I’hypothese d’une
intervention d’autres types de molécules, telles que des ARN interférents ou des métabolites
est également envisagée (Lu et al., 2017).

La cuticule des nématodes peut, elle aussi, présenter des propriétés immunosuppressives.
C'est par exemple le cas chez les nématodes S. feltiae et S. glaseri. Dans le cas de l'infection
de G. mellonella par S. feltiae, le mécanisme immunosuppresseur repose sur des
déterminants cuticulaires de nature lipidique, qui adsorbent et séquestrent diverses protéines

régulatrices et de reconnaissance de l'immunité (ex: protéines de liaison au LPS, au
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peptidoglycane, apolipophorine). Ce mécanisme empéche I'induction de différentes réponses
immunitaires, incluant |'encapsulation, la mélanisation, la phagocytose, les réponses
antimicrobiennes et probablement aussi, la coagulation (Dunphy and Webster, 1987 ; Brivio
et al., 2002 ; Brivio et al., 2004 ; Brivio et al., 2006 ; Mastore et al., 2008 ; Brivio et al., 2010).
Dans le cas de S. glaseri, le mécanisme immunosuppresseur semble plutot faire intervenir des
protéines cuticulaires, qui se dissocieraient ou non de la cuticule en cours d’infection. Il a en
effet été montré que les protéines cuticulaires ScP3a et ScP3b du nématode inhibent les
capacités phagocytaires et d’encapsulation des hémocytes du coléoptere Popillia japonica
aprés injection dans son hémoccele (Wang and Gaugler, 1999). Deux autres protéines
cuticulaires du nématode présentent par ailleurs des effets cytotoxiques vis-a-vis des
hémocytes du coléoptere Exomala orientalis (Li et al., 2009). Ce type de stratégie peut aussi
étre utilisé par les nématodes S. carpocapsae et H. bacteriophora, dont les cuticules
présentent des effets immunosuppresseurs sur toutes les composantes de l'immunité
lorsqu’elles sont injectées seules chez G. mellonella. Cette immunosuppression généralisée
pourrait étre due a une interférence avec la voie des éicosanoides (Yi et al., 2016).

Dans le cas de S. carpocapsae, les propriétés immunosuppressives de la cuticule semblent
toutefois dépendre de I'espéce-hote, car aucun effet immunosuppresseur associé a la cuticule
n‘a pu étre mis en évidence chez le coléoptére Rynchophorus ferrugineus (Mastore et al.,
2015 ; Binda-Rossetti et al., 2016). Chez cet insecte, la cuticule du nématode semble
essentiellement lui permettre de ne pas étre détecté par le systéme immunitaire via une
stratégie de camouflage ou de mimétisme qui reste a caractériser. Ce type de stratégie
permet notamment de ne pas activer le systeme immunitaire de I'insecte avant la libération
du symbiote X. nematophila (Brivio et al., 2018).

Bien que moins étudiées, d’autres stratégies pourraient étre utilisées par les nématodes
entomopathogenes pour échapper aux premieres réponses de I'insecte. Parmi les principales,
on peut citer celle de I'’échappement a I’encapsulation cellulaire et mélanotique par perte du
feuillet externe au cours de la formation de la capsule (Peters, 1997) ou encore celle des
infections multiples exploitant les capacités d’encapsulation limitées de I'insecte héte (Dowds

and Peters, 2002).
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2. Facteurs et mécanismes utilisés par les partenaires bactériens

Le niveau de participation des symbiotes bactériens a I'’échappement au systéeme immunitaire
peut étre trés variable suivant le complexe considéré. En effet, alors qu’au sein de certains
CNBs, comme le couple S. glaseri-X. poinarii, la bactérie semble disposer de peu de facteurs
permettant I'échappement a la réponse immunitaire (Ogier et al., 2014), le symbiote
bactérien d’autres CNBs, tels que les couples S. carpocapsae-X. nematophila et H.
bacteriophora-P. luminescens, semble étre trés impliqué dans la confrontation aux défenses
de I’'héte (Hinchliffe et al.,, 2010 ; Eleftherianos et al., 2017). L'étude des stratégies et
mécanismes utilisés par ces bactéries pour contrecarrer le systéme immunitaire des insectes a
conduit a lidentification d’une grande diversité de facteurs, qui sont principalement
impliqués dans des mécanismes d'immunosuppression.

L'une des stratégies les plus communes chez les bactéries des genres Xenorhabdus et
Photorhabdus pour supprimer les défenses cellulaires des insectes est la destruction des
hémocytes. Cette stratégie peut faire intervenir divers métabolites secondaires présentant
des activités cytotoxiques, comme par exemple le benzylidéneacétone et le dipeptide Pro-Tyr
(Seo et al., 2012 ; Eom et al., 2014). Elle peut également faire intervenir des hémolysines,
telles que la protéine de surface XhlA et la protéine fimbriale MrxA de X. nematophila, qui
forment des pores dans les membranes cellulaires (Cowles and Goodrich-Blair, 2005 ;
Khandelwal et al., 2004 ; Banerjee et al., 2006 ; Chandra et al., 2008). Chez P. luminescens, la
toxine Makes caterpillar floppy 1 et I'effecteur Cif, délivré directement dans le cytoplasme de
la cellule eucaryote, peuvent également induire la mort des hémocytes, par apoptose des
cellules (Daborn et al., 2002 ; Dowling et al.,, 2007 ; Chavez et al., 2010). Enfin, la
Xenorhabdolysine, aussi bien synthétisée par X. nematophila que par P. luminescens, peut
quant a elle provoquer la mort cellulaire par osmolyse, nécrose ou apoptose (Ribeiro et al.,
2003 ; Vigneux et al., 2007 ; Zhang et al., 2014).

Une stratégie particulierement étudiée chez le genre Photorhabdus, mais dont divers acteurs
sont également retrouvés chez des bactéries du genre Xenorhabdus (Hichliffe et al., 2010 ;
Ogier et al.,, 2014), fait intervenir des protéines paralysant les hémocytes via des
perturbations de la dynamique de leur cytosquelette. Parmi les protéines impliquées, on
retrouve les toxines multimériques Tc (Lang et al., 2010), la toxine Photox (Visschedyk et al.,

2010), les effecteurs Pnf (Vlisidou et al., 2019) et LopT (Brugirard-Ricaud et al., 2005) de P.
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luminescens ou encore la toxine Makes caterpillar floppy 1 (Vlisidou et al., 2009) de P.
asymbiotica, qui affectent le cytosquelette d’actine. Ces protéines agissent généralement par
modification des monomeres d’actine (Visschedyk et al., 2010 ; Lang et al., 2010) ou de
petites GTPases Rho qui contrélent la dynamique du cytosquelette (Brugirard-Ricaud et al.,
2005 ; Lang et al., 2010 ; Vlisidou et al., 2019). La toxine binaire PirA(1)B(1) de P. luminescens,
qui réduit les capacités d’étalement et de phagocytose des hémocytes, pourrait également
utiliser ce type de mécanisme (Wu and Yi, 2016). L'étendue des effets de ces protéines a
I’échelle du corps de l'insecte n‘est pas connue a I’heure actuelle, mais des analyses
d’expression réalisées pour les effecteurs LopT et Pnf chez L. migratoria et D. melanogaster
respectivement, suggérent que ces facteurs sont exprimés dans des contextes particuliers,
comme par exemple lors de la formation d’un nodule dans le cas de LopT (Brugirard-Ricaud et
al., 2005 ; Vlisidou et al., 2019).

Les symbiotes bactériens peuvent également inhiber ou détruire de facon plus ciblée diverses
protéines régulatrices de I'immunité pour supprimer ces réponses. Par exemple, une stratégie
qui semble étre trés conservée chez les bactéries des genres Xenorhabdus et Photorhabdus
est I'inhibition de I'enzyme initiatrice de la synthése des éicosanoides, la phospholipase A2
(Kim et al., 2005). Cette stratégie permet de réduire les populations d’hémocytes circulants et
d’inhiber les réponses de phagocytose, de nodulation et de mélanisation de facon globale
chez une grande diversité d’insectes (Park and Kim, 2000 ; Park and Kim, 2003 ; Kim et al.,
2005 ; Park and Stanley, 2006 ; Shrestha and Kim, 2007 ; Seo et al., 2012 ; Eom et al., 2014).
Elle repose essentiellement sur la libération par les bactéries de divers métabolites
secondaires qui peuvent étre communs ou spécifiques a I'espéce bactérienne (Seo et al.,
2012 ; Eom et al., 2014). Les cocktails de métabolites libérés par les symbiotes bactériens
contiennent de plus divers inhibiteurs de la PO, comme la rhabduscine chez X. nematophila
ou encore un hydroxystilbéne chez P. luminescens (Eleftherianos et al., 2007 ; Crawford et al.,
2012 ; Eom et al., 2014), qui bloquent la mélanisation et affectent les réponses cellulaires et la
coagulation qui lui sont associées. Chez le Iépidoptére M. sexta, la métalloprotéase PrtA de P.
luminescens présente quant a elle un mode d’action moins spécifique, en dégradant de
nombreuses protéines connues pour étre impliquées dans le systéme de la PO, la coagulation

et I'agrégation des hémocytes (Felfoldi et al., 2009).
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Figure 14 : Stratégies d’échappement immunitaires identifiées chez les complexes
nématobactériens entomopathogénes. Ce résumé graphique tient compte de I'ensemble
des stratégies de suppression, d’évasion et de résistance identifiées chez un ou plusieurs
complexes nématobactériens vis-a-vis du systeme immunitaire de différentes espéces-hotes.
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Pour survivre aux réponses humorales antimicrobiennes des insectes, les bactéries peuvent
combiner plusieurs stratégies. Dans le cas de P. luminescens, la stratégie consiste
essentiellement en une modification de la structure de son LPS, qui confére une résistance
aux PAMs. Cette modification a lieu en début d’infection au sein d’'une sous-population
bactérienne, qui devient par la suite majoritaire dans I’hémoccele (Mouammine et al., 2017).
En complément, des protéases émises par la bactérie peuvent dégrader sélectivement des
PAMs, comme par exemple les cécropines (Jarosz et al., 1998). Bien que certaines bactéries
du genre Xenorhabdus puissent également présenter des résistances aux PAMs (Duvic et al.,
2012), X. nematophila semble essentiellement utiliser des stratégies immunosuppressives. En
effet, des travaux réalisés chez différents modeles d’insecte ont montré que X. nematophila
induit une perte d’activité antimicrobienne et de peptides de faibles poids moléculaires au
niveau du plasma des insectes (Duvic et al., 2012 ; Binda-Rossetti et al., 2016). Tout comme
dans le cas de P. luminescens, cette immunosuppression peut s’exercer par protéolyse (Caldas
et al., 2002), mais elle semble aussi reposer sur une répression transcriptionnelle de
I’expression de ces peptides, comme cela a été montré chez les lépidoptéres M. sexta et S.

exigua (Ji and Kim, 2004 ; Park et al., 2007 ; Darsouei et al., 2017 ; Hwang et al., 2013).

Conclusion

Les travaux réalisés au cours des derniéres décennies ont permis de décrire de nombreux
aspects des modes de vie des CNB entomopathogenes, et d’identifier les principaux facteurs
déterminant leurs capacités a controler une population d’insectes. Ces facteurs incluent tout
d’abord les propriétés des habitats dans lesquels les nématodes évoluent. En effet, certains
nématodes semblent étre trés adaptés a un habitat particulier, tandis que d’autres sont plus
généralistes. llIs incluent également la stratégie de chasse utilisée par les nématodes, qui
détermine leur capacité a atteindre un insecte donné. Un autre facteur influencant
I'accessibilité de I’'hote est la morphologie et I'équipement dont le nématode dispose pour
franchir les barrieres physiques et chimiques qui protégent l'insecte. Enfin, les stratégies
immunoévasives et immunosuppressives mises en ceuvre par chague membre du CNB sont
déterminantes pour la réussite du parasitisme. Ces stratégies peuvent varier

considérablement d’'un complexe a 'autre et leurs efficacités dépendent de I'espece hbte et
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de son stade de développement. Dans ce contexte, 'un des enjeux majeurs pour améliorer
notre compréhension des interactions CNB entomopathogenes-insectes est de déterminer, au
cas par cas, pourquoi le dialogue qui s’établit entre le systeme immunitaire de I'hbte, le

nématode et son symbiote bactérien aboutit ou non a la réussite du parasitisme.
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lll. Etude des bases moléculaires des réponses immunitaires des
insectes aux complexes nématobactériens entomopathogenes

L'étude des dialogues s’établissant entre les CNBs entomopathogenes et le systéme
immunitaire de leurs hétes nécessite une connaissance détaillée des réponses immunitaires
que les insectes opposent a ces infections duales. La participation de réponses cellulaires et
antimicrobiennes ainsi que de la mélanisation aux réponses immunitaires de l'insecte peut
facilement étre déduite des stratégies immunosuppressives identifiées chez différents CNBs.
En revanche, I'étude du détail des voies signalétiques et des molécules impliquées dans les
réponses a chaque partenaire n’en est qu’a ses débuts. Il s’agit d’'un exercice complexe en
raison (i) de I'hétérogénéité des modeles d’interaction, (ii) de la dualité des pathogénes et (iii)
de l'efficacité de leurs stratégies immunoévasives et immunosuppressives. Ces aspects ont a
ce jour principalement été étudiés sur le modéle Drosophila melanogaster, via une
combinaison d’approches transcriptomiques et de génétique inverse. Toutefois, quelques
travaux ont également été menés sur des modeles d’insectes |épidoptéres ravageurs de
cultures. Dans cette derniere partie d’introduction, je ferai I'inventaire des principales
informations apportées par ces travaux, qui constituent le contexte scientifiqgue immédiat de

mon travail de thése.

A. Etudes réalisées sur le modele D. melanogaster

1. Approches transcriptomiques

Les approches transcriptomiques sont principalement utilisées pour obtenir une vision globale
des réponses que les insectes opposent ou non aux CNB entomopathogenes. Elles permettent
également d’identifier des voies ou génes candidats susceptibles de jouer un réle dans la
résistance au complexe. Dans le cadre de l'étude de la réponse immunitaire de D.
melanogaster aux CNBs, trois études de ce type ont été menées. Les deux premieres
correspondent aux réponses de la larve et de l'adulte au CNB H. bacteriophora-P.
luminescens. La derniére correspond aux réponses de la larve au CNB S. carpocapsae-X.
nematophila.

Dans les trois cas, I'analyse des réponses transcriptomiques de l'insecte a permis de mettre en

évidence l'induction de réponses immunitaires diversifiées incluant une surexpression de
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génes impliqués dans la coagulation, les réponses cellulaires, la mélanisation et dans les
réponses antimicrobiennes (Arefin et al., 2014 ; Castillo et al., 2015 ; Yadav et al., 2017). D’un
point de vue signalétique, ces réponses sont caractérisées par une surexpression de membres
des voies de 'immunité antimicrobienne Imd et Toll, du systéme de la proPO inducteur de la
mélanisation, ainsi que des voies pléiotropiques JNK et Jak-Stat (Arefin et al., 2014 ; Castillo et
al., 2015 ; Yadav et al., 2017). Dans les cas des réponses de I'adulte au CNB H. bacteriophora-
P. luminescens et de la larve au CNB S. carpocapsae-X. nematophila elles sont de plus
caractérisées par une surexpression des facteurs de transcription Serpent et GCM
respectivement, qui sont impliqués dans I'hématopoiése et la différenciation des
plasmatocytes (Castillo et al., 2015 ; Yadav et al., 2017). Les molécules de reconnaissance
surexprimées incluent plusieurs PGRPs et GNBPs activatrices des voies Imd et Toll ainsi que
des opsonines TEPs dans les trois cas (Arefin et al., 2014 ; Castillo et al., 2015 ; Yadav et al.,
2017). Elles incluent également la protéine trés polymorphe Dscam1 dans le cas de la réponse
de la larve au CNB H. bacteriophora-P. luminescens (Arefin et al., 2014) et le récepteur
Scavenger Peste dans le cas de sa réponse au CNB S. carpocapsae-X. nematophila (Yadav et
al., 2017). Les effecteurs antimicrobiens induits en réponse au CNB H. bacteriophora-P.
luminescens sont tres diversifiés, aussi bien chez la larve que chez I'adulte, avec une
surexpression de divers PAMs et Bomanines marquant l'activation des voies Imd et Toll
(Arefin et al., 2014 ; Castillo et al., 2015). Dans le cas de la réponse au CNB S. carpocapsae-X.
nematophila, la réponse antimicrobienne semble plus spécifique ou moins intense, avec
seulement quatre PAMs identifiés comme surexprimés: les Attacines A, B et C et la
Drosomycine (Yadav et al., 2017).

Les études des réponses de I'adulte au CNB H. bacteriophora-P. luminescens et de la larve au
CNB S. carpocapsae-X. nematophila fournissent des informations supplémentaires sur la
structure de la réponse qui est induite face a l'infection. La premiére a été réalisée aux temps
12 et 24 heures post-infection et les auteurs ont procédé a trois types d’infection: des
infections par mise en contact avec le CNB, par mise en contact avec le nématode
aposymbiotique (dépourvu de son symbiote P. luminescens) et par injection de P.
luminescens. Cette analyse a permis de montrer que les réponses immunitaires au CNB H.
bacteriophora-P. luminescens sont peu dynamiques au cours du processus infectieux, avec

des réponses au CNB tres similaires a 12 et a 24 heures apres infection. De fagon étonnante,
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I’étude suggere que les trois types de pathogénes induisent quasiment les mémes réponses
immunitaires. Toutefois, 'infection par P. luminescens seule induit une surexpression plus
forte de PAMs généralement actifs contre les bactéries a Gram négative (Attacine C et
Drosocine) et elle induit spécifiguement plusieurs génes codant des enzymes de la voie de
synthése de la mélanine ainsi que ceux codant les opsonines TEP1 et TEP2 (Castillo et al.,
2015). L’étude de la réponse au CNB S. carpocapsae-X. nematophila a quant a elle été réalisée
aux temps 6 et 24 heures post-infection et la larve a été infectée par contact avec le CNB
d’une part, et avec le nématode aposymbiotique d’autre part. Comme dans le cas de la
réponse au CNB H. bacteriophora-P. luminescens, cette étude montre que les réponses au
couple S. carpocapsae-X. nematophila sont stables au cours du processus infectieux et que les
réponses au CNB et au nématode aposymbiotique sont tres similaires a 24 heures post-
infection. En revanche, la réponse au nématode aposymbiotique semble étre retardée par
rapport a la réponse au CNB, puisque l'unique géne induit en I'absence du symbiote X.
nematophila a 6 heures apres infection est le régulateur négatif Hemese de la prolifération et

de la différencation des hémocytes (Yadav et al., 2017).

2. Approches fonctionnelles

De nombreuses études fonctionnelles ont été menées chez la Drosophile, dans le but
d’identifier les genes et les voies réellement impliqués dans la résistance ou dans la résilience
aux infections par les CNBs. Ces études ont principalement consisté en des approches de
génétique inverse par mutagenése ou ARN interférence, avec inactivation d’'un gene candidat
et observation des effets sur la survie de I'insecte a I'infection par le CNB entier ou par l'un
des deux partenaires du complexe. Cette approche, qui a principalement été utilisée dans le
cadre de I'étude des réponses aux CNBs H. bacteriophora-P. luminescens et S. carpocapsae-X.
nematophila, a permis d’identifier plusieurs voies signalétiques, protéines de reconnaissance

et effecteurs potentiellement impliqués dans la réponse aux CNBs.
2. a. Voies signalétiques

Les premiéres voies signalétiques de I'immunité dont les implications dans la réponse aux
CNBs et aux symbiotes bactériens ont été testées sont les voies Imd et Toll (Hallem et al.,
2007). L'implication de la voie Imd dans la réponse a P. luminescens et a X. nematophila a pu

étre mise en évidence grace a des infections d’insectes pré-immunisés par injection de la
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bactérie a Gram négative Escherichia coli. Cette méthodologie a permis de contrer les effets
suppresseurs des symbiotes bactériens sur la réponse immunitaire de l'insecte et ainsi de
rendre apparente la participation de la voie aux réponses aux deux bactéries (Aymeric et al.,
2010). En accord avec ce résultat, il a par la suite été montré que l'inactivation du régulateur
négatif PGRP-LF de la voie Imd a un effet positif sur la survie de la larve a 'infection par le CNB
H. bacteriophora-P. luminescens (Arefin et al., 2014). En revanche, aucune des expériences
d’inactivation de membres de la voie Toll n’a conduit a un changement de phénotype, et ce
méme apres pré-immunisation par E. coli (Hallem et al., 2007 ; Aymeric et al., 2010 ; Yadav et
al., 2018). L'absence d’implication de cette voie dans la réponse aux CNBs nécessiterait
néanmoins d’étre confirmée par une expérience de pré-immunisation par une bactérie a
Gram positive ou un organisme fongique activant la voie Toll.

Dans le cadre de la caractérisation des réponses au complexe S. carpocapsae-X. nematophila,
les participations des voies JNK et Jak-Stat a la réponse au CNB ont également été testées. Ces
travaux ont montré que l'inactivation du récepteur Dome de la voie Jak-Stat n’a aucun effet
sur la survie de I'insecte aux infections par le CNB et par le nématode aposymbiotique. En
revanche, I'inactivation du récepteur Wengen de la voie JNK a un effet positif sur la survie de
la larve a l'infection par le nématode aposymbiotique (Yadav et al., 2018). L'interprétation de
ce type d’effet est complexe, car il pourrait correspondre a une fonction dans la régulation
des réponses a l'infection par le nématode, mais aussi a une fonction dans I'activation de
réponses immunitaires qui seraient déléteres pour l'insecte. De plus, la voie JNK étant
impliqguée dans les composantes cellulaires et humorales de I'immunité, ainsi que dans la
réparation tissulaire (voir partie |, sections A/1.d., A/2.c., A/2.g.,B/1.b., B/2.,C/1.a., C/1.b.)
et divers autres processus physiologiques, I'identification de son role dans la réponse au
nématode aposymbiotique nécessite des travaux supplémentaires.

La voie du TGF-B est une autre voie pléiotropique, qui peut étre impliquée dans la réparation
tissulaire et dans I’hématopoiése (voir partie |, sections A/2. g. et B/1. b.). Cette voie est
également connue pour ses roles dans la régulation négative des réponses inflammatoires
chez les mammiféres (Sanjabi et al., 2017), une fonction qui commence a étre explorée chez
les insectes (Patrnogic et al., 2018a ; Patrnogic et al., 2018b ; Ozakman and Eleftherianos,
2019). Suivant les interactions ligands-récepteurs, la voie du TGF-B peut étre subdivisée en

deux branches: celle des Activines et celle des Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)
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(Upadhyay et al., 2017). Dans le cas de I'infection par le CNB H. bacteriophora-P. luminescens
(mais pas dans celui de l'infection par le CNB S. carpocapsae-X. nematophila), il a été montré
que l'inactivation du ligand Dawdle de la branche des Activines a un effet positif sur la survie
de la Drosophile a l'infection par le CNB, par le nématode aposymbiotique ainsi que par la
bactérie seule. Aussi bien dans le cas du CNB H. bacteriophora-P. luminescens que dans celui
du CNB S. carpocapsae-X. nematophila, 'inactivation du ligand Dpp de la branche des BMPs
impacte spécifiquement et positivement la survie a [linfection par le nématode
aposymbiotique (Eleftherianos et al., 2016 ; Yadav et al., 2018). Il a par ailleurs été démontré
gue l'inactivation du Dpp induit une augmentation du niveau d’activation des voies Imd et Toll
en réponse au CNB H. bacteriophora-P. luminescens, mais pas en réponse a P. luminescens
seule (Patrnogic et al., 2018a). Ces résultats suggérent que la branche des BMPs participe
spécifiguement a la régulation et/ou la spécification de la réponse aux nématodes.

Dans le cadre de la caractérisation de la réponse au CNB S. carpocapsae-X. nematophila, il a
récemment été montré que l'inactivation de Jonah 66Ci, une protéase a sérine sécrétée
spécifiguement exprimée dans l'intestin de la larve en réponse au CNB, a également un
impact positif sur la survie de l'insecte a l'infection par le nématode aposymbiotique. Au
niveau intestinal, cette protéine affecte les profils d’expression de différents PAMs, inhibe le
renouvellement de I'épithélium et réprime la production de cellules entéroendocrines en
réponse au CNB et au nématode aposymbiotique. Elle est par ailleurs impliquée dans la
production de NO et dans I'induction des réponses systémiques antimicrobiennes en réponse
aux deux pathogenes (Yadav and Eleftherianos, 2019). Comme dans les cas des voies JNK et
du TGF-B, l'identification des fonctions de Jonah 66Ci dans la régulation de la réponse au
partenaire nématode nécessite des analyses complémentaires.

Enfin, I'implication de la voie de synthése des éicosanoides dans la réponse au CNB H.
bacteriophora-P. luminescens a été démontrée. L’inactivation du gene codant la PLA,,
I’enzyme qui synthétise le précurseur des éicosanoides, a en effet un impact négatif sur la
survie de l'insecte a I'infection par le CNB, tout comme ['utilisation d’inhibiteurs chimiques de

la voie (Hyrsl et al., 2011).
2. b. Protéines de reconnaissance

Les opsonines de la famille des TEPs étant les principales protéines de reconnaissance de

'immunité cellulaire surexprimées en réponses aux CNBs chez la Drosophile, elles ont fait
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I'objet de plusieurs études fonctionnelles. Ces études, qui se sont pour I'instant focalisées sur
les réponses au CNB H. bacteriophora-P. luminescens, ont tout d’abord montré que
I'inactivation de TEP3 (mais pas de TEP2) a un effet négatif sur la survie de la larve de
Drosophile a I'infection par le CNB (Arefin et al., 2014). Il a ensuite été montré chez I'adulte
que les inactivations de TEP2, de TEP4 et de TEP6 ont des effets positifs sur la survie de
I'insecte a 'infection par P. luminescens, ainsi que sur sa capacité a limiter la croissance de la
bactérie. L'hypothése des auteurs pour expliquer ce résultat est que les protéines TEPs
favorisent la production d’une puissante réponse inflammatoire a P. luminescens, qui conduit
a une perte rapide des réserves énergétiques de l'insecte et précipite son échec face au
pathogene. Cette hypothése est principalement soutenue par les effets positifs de
I'inactivation de TEP2 et de TEP4 sur la teneur de I'insecte en molécules énergétiques, ainsi
que par les effets modulateurs de linactivation de TEP2 et de TEP6 sur différentes
composantes de I'immunité de 'insecte (Shokal et al., 2017 ; Shokal et al., 2018).

Une autre protéine de reconnaissance dont I'expression est induite en réponse au couple H.
bacteriophora-P. luminescens chez la larve est GNBP-like 3. Sa participation a la réponse de
I'insecte au CNB a été démontrée, mais des travaux supplémentaires sont nécessaires pour
déterminer si elle intervient dans la reconnaissance de la bactérie ou du nématode, ainsi que
pour identifier les réponses immunitaires auxquelles elle participe (Arefin et al., 2014).

Enfin, en raison de leurs réles dans la phagocytose de bactéries a Gram négative chez D.
melanogaster (voir partie |, section B/4. a), les effets éventuels de l'inactivation des
récepteurs phagocytaires NimCl et Eater sur la survie a linfection par le couple H.
bacteriophora-P. luminescens ont également été recherchés. Aucune des deux études n’a
permis de mettre en évidence une fonction de ces récepteurs dans la réponse au CNB.
Néanmoins, ces résultats négatifs pourraient s’expliquer par les effets suppresseurs de P.
luminescens sur les réponses cellulaires (voir partie Il, section D. 2.), ainsi que par |'existence
de redondances fonctionnelles entre récepteurs phagocytaires (Wang et al., 2010 ; Hyrsl et

al., 2011).
2. c. Effecteurs

La principale catégorie d’effecteurs dont la participation a la réponse aux CNBs a été testée
est celle des protéines participant a la coagulation et/ou a la réparation tissulaire. Cet aspect a

pour l'instant uniquement été étudié dans le cas de la réponse au CNB H. bacteriophora-P.
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luminescens, en raison de la capacité du nématode a percer la cuticule de ses hotes (voir
partie Il, section C). Sur les huit génes codant des protéines du caillot testés, ceux codant
Fondue, GP150, Idgf3 et la Transglutaminase jouent effectivement un role dans la survie de
I'insecte a I'infection par le CNB (Wang et al., 2010 ; Hyrsl et al., 2011 ; Kucerova et al., 2016).
Par ailleurs, il a été montré que I'inactivation de la Glutactine, une protéine de la lame basale,
a un impact négatif sur la survie de I'insecte a I'infection par le CNB. Cet effet est également
observé lorsque I'expression du gene codant la Glutactine est spécifiquement supprimée dans
les hémocytes, par ARN interférence. Selon les auteurs de I'étude, ces résultats suggerent que
la protéine est impliquée dans la réparation des blessures infligées par le nématode (Arefin et
al., 2014).

En revanche, et bien que la mélanisation soit impliquée dans la coagulation, ainsi que dans
divers processus immunitaires susceptibles d’intervenir en réponse au nématode ou a la
bactérie, I'inactivation de la proPO PPO1 (ainsi que du membre Sp7 de la cascade de la proPO)
n‘a aucun effet sur la survie de l'insecte a l'infection par le CNB H. bacteriophora-P.
luminescens (Wang et al., 2010). Ce résultat négatif s’explique probablement par la
production par P. luminescens de puissants inhibiteurs de la PO (voir partie Il, section D/2.).

En raison de leurs inductions chez la larve lors de l'infection par le CNB H. bacteriophora-P.
luminescens, les effets du PAM Attacine A et du peptide sécrété IM18 dans la survie de
I'insecte ont également été étudiés. Les deux peptides semblent bien jouer un réle dans la
réponse au CNB et tandis que I'Attacine A est trés probablement impliquée dans la réponse
au symbiote P. luminescens, le r6le du peptide non-caractérisé IM18 dans la réponse au CNB

reste a identifier (Arefin et al., 2014).

B. Etudes réalisées sur différents modeles |épidoptéeres

1. Approches transcriptionnelles et fonctionnelles sur le modeéle Manduca sexta

Le lépidoptere Manduca sexta (Sphingidae) est un ravageur du tabac et des tomates dont le
systéme immunitaire a été tres étudié. Il a été I'un des premiers modeles d’étude de la
réponse immunitaire des insectes au symbiote bactérien P. luminescens. Les travaux réalisés

sur ce modele ont principalement consisté en des analyses ciblées d’expression de genes
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candidats, ainsi qu’en des expériences d’inactivation par ARN interférence. lls ont permis
d’élucider divers aspects de la réponse au symbiote bactérien.

Ces travaux, qui se sont d’abord focalisés sur la reconnaissance de la bactérie, ont montré
gu’en réponse a l'injection de P. luminescens, les protéines plasmatiques IML-2, Hémoline et
PGRP-1A sont surexprimées dans le corps gras (Eleftherianos et al., 2006a). IML-2 est une
lectine de type C se liant a la surface de bactéries et de nématodes, et qui promeut la
production de réponses cellulaires en interagissant avec les hémocytes (voir partie |, sections
B/4. a., B/5. a.). L’hémoline est une immunoglobuline qui se lie a la surface des bactéries et
des hémocytes et qui promeut I'induction de réponses de phagocytose et de nodulation
(Eleftherianos et al., 2007). PGRP-1A est quant a elle une PGRP sécrétée non-catalytique qui
reconnait spécifiguement le peptidoglycane de type DAP et promeut I'activation de la PO
(Jimathipala and Jiang, 2010). L’inactivation de chacun des genes correspondants conduit a
une baisse importante de la survie de l'insecte aprés injection de la bactérie. Dans le cas
d’'IML-2, cet effet est lié¢ a une réduction de l'activité de la PO, et dans les trois cas, il est
associé a une réduction de I'activité antibactérienne du plasma de l'insecte vis-a-vis de P.
luminescens (Eleftherianos et al., 2006a; Eleftherianos et al., 2006b). Parmi les facteurs
plasmatiques pouvant étre impliqués dans cette activité, il a été montré que des PAMs des
familles des Attacines, Cécropines, Lébocines et Moricines ainsi que des Lysozymes sont
surexprimés dans le corps gras suite a I'injection de P. luminescens. Sauf pour les Lébocines et
les Lysozymes, tous ces effecteurs humoraux ont en effet un rdle protecteur vis-a-vis de
I'infection par P. luminescens lorsque celle-ci est injectée apres pré-immunisation de la larve
par E. coli (Eleftherianos et al., 2006b). L'induction de ces effecteurs humoraux, ainsi que la
stimulation de l'activité de la PO en réponse a P. luminescens dépend par ailleurs de
I’'homologue non-catalytique de protéase a sérine SPH3. Le géne codant cette protéine est
surexprimé dans le corps gras et les hémocytes en réponse a P. luminescens et son
inactivation a un effet négatif sur la survie de I'insecte a l'infection par la bactérie (Felfoldi et
al., 2011).

Les travaux réalisés sur ce modele ont également permis de mettre en évidence le role du
peptide ENF activateur des réponses cellulaires PSP, dont I'expression est spécifiquement
induite dans le corps gras en réponse a P. luminescens. Il a en effet été montré que

I'inactivation de I'expression du propeptide par ARN interférence impacte négativement la
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survie de l'insecte a l'infection. Cet effet semble étre principalement associé a une légere
inhibition de la réponse de nodulation (Eleftherianos et al., 2009a). Le r6le du médiateur pro-
inflammatoire NO a également été exploré chez ce modele. L'enzyme responsable de sa
synthése, NOS, est spécifiquement surexprimée dans le corps gras et les hémocytes en
réponse a l'injection de P. luminescens. Toutefois, son inactivation transcriptionnelle dans ce
contexte n’a aucun effet sur la survie de l'insecte a l'infection. Il a en effet été montré que
seul le NO produit au niveau intestinal lors d’infections orales par P. luminescens peut affecter
la survie de l'insecte a l'infection, en inhibant le transfert des bactéries de l'intestin vers
I'hémoceele. Ce mode d’infection est toutefois tres éloigné des conditions naturelles

d’infection par le CNB (Eleftherianos et al., 2009b).

2. Approche transcriptomique sur le modele Heliothis virescens

Le lépidoptére Heliothis virescens (Noctuidae) est un insecte ravageur de cultures tres
polyphage. Sa sensibilité au CNB H. bacteriophora-P. temperata a récemment motivé I'étude
de ses réponses transcriptomiques a l'infection par ce potentiel agent de lutte biologique (An
et al., 2017). Les auteurs ont analysé les réponses de la larve a trois temps post-infection : le
temps 11 heures, qui correspond aux premiéeres détections du nématode dans I'hémoccele, le
temps 12 heures, qui correspond aux premieres détections de P. temperata sous forme libre
dans I’lhémolymphe, et le temps avancé de 18 heures post-infection.

Selon cette étude, le nématode est d’ores-et-déja responsable de fortes réponses
transcriptionnelles au temps 11 heures, qui incluent la surexpression de divers genes
immunitaires. Parmi eux, on retrouve tout d’abord des membres des voies Toll et Jak-Stat,
ainsi que NOS et plusieurs protéases a sérine potentiellement impliquées dans la voie Toll
et/ou dans le systéme de la proPO. On retrouve également divers récepteurs membranaires
de la famille des Scavengers, et en accord avec les résultats obtenus chez Manduca sexta, des
Lectines de type C, diverses PGRPs ainsi qu’un homologue de I'Hémoline. Enfin les effecteurs
surexprimés a 11 heures incluent une proPO, des PAMs des familles des Attacines, Lébocines
et Moricines ainsi gu’un Lysozyme et des Chitinases.

La libération du symbiote P. temperata dans I’hémoccele a 12 h coincide avec une baisse
d’expression de divers genes induits par le nématode, tels que des membres de la voie Jak-

Stat, des protéases a sérine ou encore des récepteurs Scavengers. A l'inverse, les niveaux
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d’expression de quelques génes, comme de ceux codant des PAMs des familles des Moricines
et des Attacines, ainsi que le Lysozyme, deux PGRPs et I'Hémoline, sont augmentés a 12
heures. Les profils d’expression des différents genes immunitaires se maintiennent ensuite de

facon globalement stable jusqu’a 18 heures.

3. Approche transcriptionnelle sur le modeéle Spodoptera exigua

Le lépidoptere Spodoptera exigua (Noctuidae) est un ravageur de cultures tres polyphage
dont les réponses immunitaires aux CNBs S. carpocapsae-X. nematophila et H. bacteriophora-
P. luminescens ont fait I'objet d’'une étude récente (Darsouei et al., 2017). Il s’agit d’une
analyse temporelle des profils transcriptionnels de trois types de PAMs: les Attacines,
généralement actives contre les bactéries a Gram négative, les Cécropines, généralement a
large spectre d’activités, et la Spodoptéricine, un PAM de la sous-famille des Défensines,
généralement actives contre les bactéries a Gram positive (voir partie |, sections C/2. a., C/2.
c., C/2. d.). Les objectifs de I'étude étaient d’'une part de comparer les effets de chaque CNB
sur I'induction ou la répression transcriptionnelle de ces PAMs, et d’autre part, de comparer
les effets du nématode S. carpocapsae et de son symbiote X. nematophila.

Les résultats de I'étude suggerent tout d’abord que le CNB H. bacteriophora-P. luminescens
est un faible inducteur des réponses antimicrobiennes de I'insecte. En effet, I'infection par ce
CNB n’induit que la surexpression des Attacines, avec un niveau d’induction relativement
faible (x20) a deux heures, qui décroit ensuite jusqu’a 16 heures. En revanche, le CNB S.
carpocapsae-X. nematophila induit de fortes surexpressions des Attacines (x600) et des
Cécropines (x200), qui atteignent un maximum a 8 heures post-infection par le CNB.

L'analyse détaillée des réponses au CNB S. carpocapsae-X. nematophila établit par ailleurs
qgue le nématode aposymbiotique induit principalement une surexpression d’Attacines, avec
un niveau d’induction relativement faible (x45), a 4 heures post-infection, tandis que X.
nematophila induit une surexpression forte des Attacines (x200) a deux heures et des
Cécropines (x150) a quatre heures. L'induction des Attacines par X. nematophila chute
néanmoins fortement entre deux et quatre heures, ce qui n’est pas observé aprés injection de
la bactérie morte. Ces résultats suggerent que X. nematophila est la principale responsable de
la modulation de I'expression des Attacines et des Cécropines en réponse au CNB et qu’elle

posséde tout au moins une capacité a supprimer I'expression des Attacines.
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Conclusion

L'utilisation de D. melanogaster comme modeéle d’étude des réponses immunitaires des
insectes aux CNBs a permis d’établir que malgré leurs nombreuses stratégies
immunosuppressives et immunoévasives, les CNBs H. bacteriophora-P. luminescens et S.
carpocapsae-X. nematophila peuvent induire des réponses immunitaires diversifiées. Ces
réponses sont caractérisées par la mobilisation des principales voies signalétiques de
I'immunité des insectes, ainsi que de plusieurs familles de protéines de reconnaissance et
d’effecteurs. Les outils de manipulation génétique disponibles pour ce modeéle ont par ailleurs
permis d’identifier différents génes candidats potentiellement impliqués dans la réponse aux
partenaires bactériens et nématodes. Ces travaux nécessitent toutefois d’étre approfondis, en
raison des fonctions treés pléiotropiques de la plupart des acteurs identifiés, notamment dans
le cadre de I'étude des réponses aux partenaires nématodes. Le développement d’analyses
fonctionnelles chez des modeéles |épidopteres ravageurs tels que M. sexta est par ailleurs
pertinente au regard de l'utilisation des CNB entomopathogénes en lutte biologique. Sur le
plus long terme, l'utilisation de ces approches sur différents modeles pourrait en effet
permettre d’identifier les spécificités immunitaires qui conduisent a une hétérogénité de
sensibilité aux CNBs entomopathogenes entre genres et espéces d’insectes. En dehors de la
poursuite de ces travaux fonctionnels, un enjeu majeur pour la compréhension des dialogues
s’établissant entre les CNBs et le systeme immunitaire de leurs hotes est de resituer les
réponses immunitaires dans le contexte du processus infectieux. Les analyses réalisées sur les
modeles H. virescens et S. exigua, qui visent a discriminer les effets de chaque partenaire au
cours du temps post-infection sur I'induction des réponses immunitaires, s’inscrivent dans

cette démarche.
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Objectifs et démarche

Dans le contexte des études présentées précédemment, mon travail de these consiste en
I'initiation d’un travail d’analyse et de caractérisation moléculaires des réponses immunitaires
du Iépidoptére Spodoptera frugiperda (Noctuidae) a linfection par le complexe
nématobactérien (CNB) entomopathogéne Steinernema  carpocapsae-Xenorhabdus
nematophila. 1l s’agit d’'une premiere étude globale des réponses transcriptionnelles d’un
modeéle lépidoptére a ce CNB, qui est I'un des plus étudiés et I'un des plus utilisés en lutte
biologique contre les Iépidoptéres ravageurs de cultures (Eleftherianos et al., 2017 ; Lacey et
al., 2015). Il s’agit également de la premiére étude détaillée des réponses immunitaires de S.
frugiperda, un ravageur de cultures polyphage et résistant a la plupart des pesticides
chimiques a l'infection par un CNB entomopathogene (Gouin et al., 2017 ; Gutiérrez-Moreno
etal., 2019).

La principale nouveauté de notre approche par rapport a celles utilisées sur d’autres modeles
est I'introduction d’une dimension topologique a I'analyse des réponses transcriptionnelles de
I'insecte. En effet, nous avons débuté cette étude par une description des réponses
transcriptomiques des trois principaux tissus immunocompétents confrontés au CNB, soient
I'intestin moyen, les hémocytes et le corps gras. L'utilisation d’une telle approche devait nous
permettre d’étre trés résolutif dans I'identification des genes différentiellement exprimés,
mais aussi d’obtenir une image plus structurée des réponses immunitaires induites et du
contexte dans lequel les génes candidats sont surexprimés ou sous-exprimés. A |'issue de
cette analyse topologique, nous avons poursuivi notre description globale et contextualisée
des réponses immunitaires de I'insecte en étudiant la dynamique des réponses identifiées au
cours du temps post-infection ainsi que les effets respectifs de chaque partenaire du CNB sur
ces réponses. Nous avons ensuite défini les génes candidats nous paraissant les plus
intéressants afin d’amorcer la caractérisation moléculaire de la réponse immunitaire de S.

frugiperda au CNB.
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I. Analyse globale des réponses transcriptomiques des tissus
immunocompétents a I'infection par le CNB

L’analyse des réponses transcriptomiques des tissus immunocompétents a l'infection par le
CNB a fait I'objet de notre premier article, « Spodoptera frugiperda transcriptional response
to infestation by Steinernema carpocapsae », qui a été publié dans la revue Scientific Reports

le 9 septembre 2019. Les principaux éléments de cet article sont résumés ci-dessous.

A. Approche expérimentale

Des groupes de 9 larves (stade 6) de S. frugiperda ont été mis en contact de facon individuelle
avec une suspension contenant 150 CNBs (condition exposée) ou une solution dépourvue de
CNB (condition controle). Au cours de trois expériences indépendantes, les intestins moyens,
corps gras et hémocytes des larves ont été prélevés et regroupés par condition a 8 heures ou
a 15 heures post-contact. Le temps 8 heures correspond aux débuts de la libération et/ou de
la croissance de X. nematophila dans le corps de l'insecte, tandis que le temps 15 heures
correspond a l'apparition de la septicémie et a environ 14 heures avant les premiéres
mortalités. Ces temps ont été respectivement choisis pour favoriser I'observation des
réponses au partenaire nématode et au partenaire bactérien. Sauf pour les hémocytes a 8
heures (en raison de contraintes budgétaires), les banques d’ADNc produites a partir de
chaque échantillon ont ensuite été séquencées selon la méthode lllumina sur 50 paires de
bases et les données ont été analysées a I'aide des logiciels Bowtie2 et DESeq?2.

Un design particulier a été utilisé pour I'analyse de I'expression différentielle des genes, en
raison de l'utilisation d’une plateforme de séquencage différente pour les échantillons
correspondant aux intestins moyens et aux corps gras des larves contrdles a 15 heures. Nous
avons tout d’abord recherché les génes différentiellement exprimés (DE) entre tous les
échantillons correspondant a la condition contréle et tous ceux correspondant a la condition
exposée au CNB, quels que soient le temps et le tissu. Le regroupement de toutes ces
données nous a permis d’utiliser un test de maximum de vraisemblance pour sélectionner les
geénes dont la variation d’expression entre les deux conditions n’est pas significativement
affectée par le changement de plateforme. Nous avons ensuite effectué des tests
d’expression différentielle classiques par tissu et par temps sur les génes sélectionnés. Pour

I'interprétation biologique des données, nous avons finalement séparé les genes DE en

83



plusieurs groupes suivant que leurs expressions soient significativement modulées dans un,

deux ou dans les trois tissus a 15 heures.

B. Principaux résultats

Nos résultats indiquent tout d’abord qu’aucune réponse transcriptionnelle significative n’est
induite dans l'intestin moyen a 8 heures, et que les réponses du corps gras sont également
tres restreintes a ce temps. Ces dernieres correspondent a une surexpression de 5 genes,
dont un géne métabolique et 4 génes sans homologie avec des séquences connues.

Au temps 15 heures, nous avons identifié un total de 216 genes DE toutes catégories
confondues, dont 185 sont surexprimés. Parmi eux, la plupart des génes immunitaires sont
retrouvés dans la catégorie commune aux hémocytes et au corps gras, qui comprend 35
génes immunitaires surexprimés. Ces génes codent principalement des protéines impliquées,
entre autre, dans I'immunité humorale antimicrobienne telles que des PGRPs, des peptides
appartenant a toutes les familles de PAMs connues de S. frugiperda (Attacines, Cécropines,
Glovérines, Lébocines, Défensines et Moricines) (Gouin et al., 2017) et des membres de la
voie Toll. lls codent également 5 homologues des Insect metalloproteinase inhibitors (IMPIs)
de Galleria mellonella, qui sont impliqués dans I'inhibition de facteurs de virulence microbiens
(Vilcinskas et al., 2002). Seuls les genes immunitaires codant le récepteur Toll et la protéine de
synthése de la mélanine Yellow f ont été identifiés parmi les génes surexprimés dans les
catégories spécifiques au corps gras et aux hémocytes, respectivement.

Peu de genes immunitaires DE ont été retrouvés dans les catégories comprenant l'intestin
moyen. lls incluent le régulateur négatif Cactus de la voie Toll, le facteur de transcription
Relish de la voie Imd et le facteur associé a la mélanisation et a la nodulation Hdd23 (Qiao et
al., 2014), qui sont surexprimés dans les trois tissus. Dans la catégorie spécifique a I'intestin
moyen, ils incluent également un géne surexprimé (Hsp68) et un gene sous-exprimé (E3
ubiquitine ligase Siah1), dont les variations d’expression pourraient participer a un processus
de renouvellement de I'épithélium intestinal en réponse a des dommages (Biteau et al.,
2010 ; Dimitrova et al., 2010 ; Liu and Jin, 2017).

En dehors de la modulation de I'expression de ces genes immunitaires ou potentiellement
immunitaires, nous avons principalement été interpellés par une surexpression tres forte dans

les trois tissus a 15 heures de 4 genes de fonctions inconnues. Ces genes sont répartis dans
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deux clusters au niveau du génome de l'insecte. Le premier, celui des Unknowns (UNKs),
comprend 5 genes non-homologues entre eux, et est localisé a proximité du gene
tamozhennic, qui code une protéine impliquée dans la nucléarisation de Dorsal chez Ia
Drosophile (Minakhina et al., 2003). Ce cluster comprend les 4 génes inconnus surexprimés
dans le corps gras a 8 heures. Le second, celui des Genes with bacterial homology (GBHs),
comprend 3 génes comportant des homologies de séquences et qui semblent coder des
protéines dont des homologues ne sont retrouvés que chez les Iépidopteres et diverses
bactéries a Gram positive. Ce cluster est localisé au milieu d’un autre cluster comprenant des

génes codant des PAMs de la famille des Défensines.

C. Conclusions

A l'issue de cette analyse, nos principales conclusions sont tout d’abord qu’aucune réponse
immunitaire ne semble étre induite a 8 heures, ainsi qu’a 15 heures dans l'intestin moyen. Ces
observations sont en accord avec I'hypothése émise par une autre équipe d’une absence de
reconnaissance du nématode S. carpocapsae par le systeme immunitaire de ses hobtes
(Mastore et al., 2015 ; Binda-Rossetti et al., 2016). Elles nécessiteraient toutefois d’étre
confirmées par des études complémentaires, telles qu’une analyse des réponses
transcriptionnelles des hémocytes a 8 heures, des analyses transcriptionnelles indépendantes
des réponses des différents segments de l'intestin moyen (Miguel-Aliaga et al., 2018), ainsi
que des travaux de caractérisation fonctionnelle des génes UNKs et GBHs.

En revanche et en accord avec les études transcriptomiques réalisées sur d’autres modeles
(Arefin et al., 2014 ; Castillo et al., 2015 ; Yadav et al., 2017 ; An et al., 2017), nos résultats
montrent que des réponses antimicrobiennes diversifiées sont induites a 15 heures, aussi bien
dans le corps gras que dans les hémocytes. Malgré leurs spécificités fonctionnelles, les deux
tissus produisent des réponses tres similaires, ce qui suggere qu’ils percoivent les mémes
stimuli. L'intensité de ces réponses indique que la stratégie précédemment identifiée chez X.
nematophila de suppression transcriptionnelle de I'expression des PAMs (Ji and Kim, 2004 ;
Park et al., 2007 ; Hwang et al., 2013 ; Darsouei et al., 2017) ne peut expliquer a elle seule
I’échec des réponses antimicrobiennes de S. frugiperda dans le cadre de I'infection par le CNB.
Enfin, nos résultats ont révélé une puissante induction transcriptionnelle de I'expression de

deux clusters de génes inconnus, les UNKs et les GBHs, dont les localisations génomiques
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suggerent qu’ils pourraient appartenir a I'immunité. Les homologies entre les séquences
protéiques correspondant aux GBHs et celles de protéines bactériennes nous ont conduits a
I’hypothese d’une potentielle acquisition par transfert horizontal de genes bactériens, ce qui

n’a jamais été rapporté chez les insectes pour des genes immunitaires.

D. Article 1
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Steinernema carpocapsae is an entomopathogenic nematode (EPN) used in biological control of
agricultural pest insects. It enters the hemocoel of its host via the intestinal tract and releases

its symbiotic bacterium Xenorhabdus nematophila. In order to improve our knowledge about the
physiological responses of its different hosts, we examined the transcriptional responses to EPN
infestation of the fat body, the hemocytes and the midgut in the lepidopteran pest Spodoptera
frugiperda. The tissues poorly respond to the infestation at an early time post-infestation of 8 h with
only 5 genes differentially expressed in the fat body of the caterpillars. Strong transcriptional responses
are observed at a later time point of 15 h post-infestation in all three tissues. Few genes are differentially
expressed in the midgut but tissue-specific panels of induced metalloprotease inhibitors, immune
receptors and antimicrobial peptides together with several uncharacterized genes are up-regulated

in the fat body and the hemocytes. Among the most up-regulated genes, we identified new potential
immune effectors, unique to Lepidoptera, which show homology with bacterial genes of unknown
function. Altogether, these results pave the way for further functional studies of the responsive genes’
involvement in the interaction with the EPN.

There is a growing desire in Europe to reduce the use of chemical pesticides on agricultural land, because of their
toxicity for the environment and human health (European Directive EC91/414). Also, the development of alter-
native methods for the control of crop pests is encouraged. These methods include the use of predators and path-
ogens of insect pests such as viruses, bacteria, fungi, parasitoid wasps and entomopathogenic nematodes (EPNs).

EPNs of the genus Steinernema associated with the symbiotic bacterium Xenorhabdus are among the most
widely used and studied biological control agents'. They pose little threat to human health and non-target species?,
but are capable of killing a broad spectrum of insect pests including the moth Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae)**. The infestation cycle of the nematode Steinernema carpocapsae has been well described. It starts
with the entry of infective juvenile larvae (IJ) into the insect intestinal tract via the natural orifices®. Once the
intestinal epithelium is crossed, EPNs are found in the hemocoel where they release their symbiotic bacteria
Xenorhabdus nematophila. There, both the nematodes and their symbiotic bacteria cause the death of the insect in
less than 48 h, thanks to a multitude of immunosuppressive virulence factors®~'°. Then, EPNs multiply by feeding
on the insect tissues, reassociate with their symbiotic bacteria'® and finally go back to the environment in search
for a new prey'’.

Insects live in environments containing microorganisms (bacteria, fungi or viruses) potentially pathogenic for
them. To defend themselves against these aggressors, insects have developed a powerful and diversified immune
system essentially based on innate immunity but also on an adaptive-like immunity!'®!°. While the adaptive-like
immunity is essentially directed against viruses, the innate immunity is the main mechanism involved in defense
against bacteria and eukaryotic pathogens. Innate immunity has been well described in the Drosophila model®.
Its main mechanisms and pathways seem to be conserved in different orders of insects?~** even though some
insects, such as Apis mellifera or Acyrthosiphon pisum, have reduced immune repertoire?*?*. The first line of
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defense are physical barriers, including the cuticle, which covers almost all insects’ interfaces with the environ-
ment, and the peritrophic matrix, which replaces the cuticle in the midgut*. The cuticle is a thick exoskeleton
made of wax, chitin and sclerotized proteins that confers mechanical protection against wounds and invaders?,
while the midgut peritrophic matrix is a thinner network of chitin and proteins that allows the uptake of nutrients
but which has a low permeability to microorganisms and toxins*®. The intestinal epithelium can produce several
immune molecules such as antimicrobial peptides (AMP) or reactive oxygen species depending on the loca-
tion?®. Once into the hemolymph, parasites are facing circulating hemocytes, which are the immune blood cells of
insects. Hemocytes participate in sclerotization, coagulation as well as in the elimination of small pathogens (bac-
teria and yeasts) by phagocytosis and nodulation, and of large pathogens (parasitoid wasp eggs, nematodes) by
encapsulation”. Encapsulation, nodulation and coagulation also involve a process of melanisation, which results
in the formation of melanin and toxic chemicals that help to sequester and to kill the pathogen®’. Melanisation
is activated by an extracellular proteolytic cascade, the pro-phenoloxidase system, following the recognition of
microbial determinants or danger signals®'. Finally, the systemic response of insects relies mainly on the massive
secretion of AMP by the fat body into the hemolymph, after activation of the IMD and/or Toll pathways. The IMD
pathway is primarily activated by peptidoglycan recognition proteins (PGRP) in response to Gram-negative bac-
teria and the Toll pathway by PGRP and Gram negative binding proteins (GNBP) in response to Gram-positive
bacteria and fungi®>. The Toll pathway may also be activated by exogenous proteases from pathogens®.

Recently, different studies performed in the model insect, Drosophila melanogaster, described the responses
of this insect to two EPNs, Steinernema carpocapsae or Heterorhabditis bacteriophora®-*. By the use of tran-
scriptomic approaches on whole larvae or adult flies, the authors showed the overexpression of a large number
of immune-related genes involved in defense responses such as coagulation, melanisation and the production of
antimicrobial peptides, and in several immune and stress-reponse pathways (Toll, Imd, Jak/Stat or JNK).

Since EPNs can be used in biological control, we wished to study their effect in a crop pest against which they
could be directed. S. frugiperda is an important pest of cultures such as maize, sorghum, rice and cotton and has
recently become a worldwide menace since its invasion of Africa in 2016*. In this study, we carried out a tran-
scriptomic analysis of the fat body, hemocytes and the midgut of 6" instar S. frugiperda larvae at two time points
after infestation with the EPN S. carpocapsae. At 8 hours after infestation (hpi), we found only 5 genes that were
differentially expressed in the fat body. However, at 15 hpi, we detected the significant expression modulation of
271 genes. Few genes were differentially expressed in the midgut whereas strong transcriptional responses were
observed in the fat body and the hemocytes. These responses consisted mainly in the overexpression of induced
metalloprotease inhibitors (IMPI), immune receptors (mostly PGRP) and AMP, indicating that the fat body as
well as the hemocytes produce potent immune responses. Among the most up-regulated genes, we identified a
cluster of new potential immune effectors, unique to Lepidoptera, which show homology with bacterial genes of
unknown function. Finally, we identified a cluster of genes that are overexpressed in all tissues, but whose func-
tion is unknown and which are restricted to some noctuid species.

Results and Discussion

EPNs infestation and pathogenicity. To measure how S. frugiperda larvae respond to entomopathogenic
nematodes (EPNs), we performed infestation experiments where 6™ instar larvae were individually put in contact
with either Ringer solution (control experiment) or a solution of EPNs in Ringer (infestation condition) at time
T =0 (see Methods and Fig. 1A). We targeted two time points after infestation based on our previous knowledge
of the mode of infestation'®. Eight hours post infestation (hpi), nematodes are supposed to have travelled in the
intestinal tract of S. frugiperda larvae, crossed the intestinal barrier and started releasing their symbiotic bacte-
ria, Xenorhabdus nematophila, within the hemocoel of the caterpillar'®. At 15 hpi, bacteria have multiplied and
septicemia is supposed to be reached. In order to verify these assertions, we quantified the X. nematophila cells
into the hemolymph by CFU counting on a selective medium. In parallel, the survival of the caterpillar to the
EPNs infestation was monitored for 72h. Our data show that bacterial growth has already started at 8 hpi, from
few bacterial cells released to 10* cells/mL of hemolymph and up to 10° cells/mL at 15 hpi, which is considered
septicemia (Fig. 1B). When we measured survival of the larvae following infestation, we observed that the first
deaths occur at 28 hpi. At 72 hpi, 92% of treated larvae were dead (Fig. 1C) whereas no death was observed in the
control experiments.

At 8 hpi and 15 hpi, we removed the larvae from either the control or the infestation plates and dissected three
tissues: the midgut (MG), the fat body (FB) and the hemocytes (HC at 15 hpi only). From these tissues, RNA was
extracted and processed to perform single end 50 bp Illumina sequencing on three biological replicates (Fig. 1A).
We recovered between 10 and 100 million reads per sample, of which between 50 and 70% align onto the ref-
erence transcriptome for S. frugiperda®® (see Methods and Table S1). After normalization with DESeq2*°, we
observed that gene expression datasets cluster by tissue (Supplementary Fig. S1) and that within tissues, condition
replicates correlate well with each other.

Overview of transcriptional response. In midgut (MG) and fat body (FB), at 8 hpi, we detected a very
small transcriptional response with only 5 statistically significant differentially expressed (DE) genes in FB and
none in MG (Supplementary Fig. S2). From these, 4 genes are overexpressed in response to infestation and are
also retrieved overexpressed at later time-points in all 3 tissues (Supplementary Fig. S3). They are annotated in
the genome as unknown transcripts.

At 15hpi, there is a dramatic transcriptional response with thousands of DE genes in all three tissues at padj
<0.01 (Supplementary Fig. S2), with in each case, more genes overexpressed than underexpressed. In order to
detect the most significant genes responding to EPNs infestation at 15 h, we modeled the EPN effect across all
datasets and identified 271 DE genes (Fig. 1D) which we intersected with all previous 1 on 1 comparison per
conditions (see Methods). Of these, we identified a total of 216 DE genes at 15 hpi in the three different tissues
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Figure 1. Tissue specific transcriptional response time series of Spodoptera frugiperda larvae to EPN infestation. (A)
Overview of the experimental design. In three independent experiments, 9 infested and 9 control larvae from culture
plates were dissected at 8 hpi and 15 hpi. Hemocytes, fat bodies and midguts were extracted and pooled by organ for
each time and condition. Polyadenylated RNAs were purified from these pools and corresponding cDNA libraries
were built. cDNA were sequenced on a single end by Illumina and RNAseq data were analyzed to identify the genes
that are differentially expressed during Steinernema carpocapsae infestation. (B) Growth of Xenorhabdus nematophila
following S. frugiperda infestation with 150 symbiotic S. carpocapsae. At 8 hpi and 15 hpi, the number of CFU per mL
of hemolymph was estimated from three independent experiments with three technical replicates (three larvae per
technical replicate). Error bars indicate standard errors of the means. (C) Survival curve. Larvae were infested with
150 nematobacterial I]. Data represent means == SEs of four independent experiments, each containing 12 larvae. (D)
Significantly differentially expressed genes in response to EPN. This heatmap shows z-score of expression variation
across all RNAseq samples (red being overexpressed and blue under-expressed) for 271 genes with significant
variations to EPN infestation. (E) Venn diagram showing the tissue specificity of the EPN responsive genes at 15 hpi.
The response can be overexpression (Up:U) or under-expression (Down:D). For example, there are 71 genes varying
significantly upon EPN infestation in both the fat body (FB) and the hemocytes (HC). Of these, 66 are up-regulated in
both tissues (UU), 3 are down-regulated in both tissues (DD) and 2 are down-regulated in FB and up-regulated in HC
(DU). By convention, the order of the U and D letters represent respectively MG, FB and HC tissues.
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Tissue Midgut (MG) | Fatbody (FB) | Hemocytes (HC)
gifdejrin(;igl]l;] expressed genes 54 125 189
gzzrjez%r_f)sf’efoiezfé ~0) 41 (75.9%) 115(92.0%) | 182(96.3%)
Underexpressed genes 13 (24.1%) 10 (8.0%) 7 (3.7%)

(padj < 0.01, Log2FC < 0)

Table 1. Differentially expressed genes per condition at 15 hpi.

(Fig. 1E). Most of the response occurred in FB and HC tissues (Fig. 1E, Table 1) with, again, a vast majority of
overexpressed genes (Fig. 1D,E, Table 1).

The data obtained by RNAseq were confirmed by quantitative RT-PCR on a selection of DE genes in the three
tissues (Supplementary Fig. S4).

Functional response of the midgut at 15 hpi. The first line of defense against S. carpocapsae EPN is
the midgut barrier, which is also the main entry point of Steinernema nematodes in S. frugiperda®. This organ is
known for its immune activity through the production of reactive oxygen species and anti-microbial peptides
in response to pathogens*’. It is not supposed to be directly confronted to X. nematophila'®*' and therefore, we
hypothesized that the genes, which would be overexpressed specifically in the midgut may identify anti-nematode
factors. However, we did not find any DE genes in the midgut at 8 hpi and only 4 genes that were DE specifically in
the midgut tissue at 15 hpi, with only 1 being overexpressed and 3 under-expressed (Fig. 2A). The overexpressed
gene encodes a heat-shock protein of the hsp70 family (Supplementary Data S1). This superfamily of genes is usu-
ally upregulated in response to oxidative stress and in the midgut of Drosophila, Hsp68 promotes the proliferation
of intestinal stem cells, and thus its regeneration*.

One of the under-expressed genes is an E3 ubiquitin-protein ligase of the Seven In Absentia family (SIAH).
The mammalian homologue Siah1 cooperates with SIP (Siah-interacting protein), the F-box protein Ebi and
the adaptor protein Skpl, to target beta-catenin, a multifunctional protein that plays an important role in the
transduction of Wnt signals and in the intercellular adhesion by linking the cytoplasmic domain of cadherin, for
ubiquitination and degradation via a p53-dependent mechanism. Thus, down-regulation of SIAH might increase
levels of 3-catenin, which favors proliferation of intestinal stem cells in Drosophila®®.

The two other under-expressed genes are an ABC family transporter and an NT-C2 domain protein, for which
no obvious link to infestation or to intestinal homeostasis can be established from the literature.

While we found no evidence of a direct response to EPNs specifically by the midgut, we investigated whether
this tissue may share a common immune response with the fat body or the hemocytes.

We found nine common DE genes between the midgut and the fat body, which are all overexpressed in both
tissues (Fig. 2B). Of those, three genes have no annotated structure or function. Four other genes with no clear
homology have domains that can be associated to regulation (protein-kinase domain, calcium binding domain,
amino-acid transporter and MADF domain transcription factor) (Supplementary Data S1). Interestingly, we
found a cytochrome P450 gene encoding the CYP340L16. CYP genes are usually involved in detoxification of for-
eign chemicals such as plant xenobiotics and pesticides*. Finally, one trypsin inhibitor-like cysteine rich domain
proteinase inhibitor was also overexpressed. There is no enrichment for a specific molecular function or biologi-
cal process among those nine genes.

Similarly, 10 genes were found significantly differentially expressed in both the midgut and hemocytes, with 6
of them being overexpressed in both tissues and 4 being under-expressed in MG and upregulated in HC (Fig. 2C).
Of the 6 overexpressed genes, 4 are small solute transporters of the Major Facilitator Superfamily (MFES), 1 is an
antennal carboxylesterase and 1 is a proteinase inhibitor (Supplementary Data S1). No particular function of note
has been identified for the 4 genes that were under-expressed in MG but overexpressed in HC, except for Iap2,
which is an inhibitor of apoptosis and a member of the IMD pathway**.

From this comparison, it seems likely that the midgut is not specifically involved in the defense of the S. fru-
giperda larvae against EPNs infestation. There are few DE genes in this tissue, whether specific or in common with
other tissues, and no specific functional pathway can be clearly identified. Rather, some of the genes identified
may be reacting to oxidative stress and homeostasis maintenance of the intestinal epithelium, which might be
consequences of the host infestation. The question remains whether the midgut is normally immunocompetent
against EPNs in S. frugiperda or if this response is altered by EPNs. Indeed, several studies show that EPN can
either evade detection by immune systems**~*” or modulate it>*®. However, in this latter hypothesis, we would still
observe an immune reaction at the transcriptional level, which is not the case.

Specific response of the fat body at 15 hpi. In insects, the adipocytes that compose the fat body are in
direct contact with the hemolymph. The physiological function of this organ is to store energetic reserves, in the
form of glycogen and lipids, and release them if needed®. It is also the main tissue involved in systemic immu-
nity, since it produces AMP during immune challenge?. We found 14 DE genes specifically in the fat body, with
12 overexpressed and 2 under-expressed genes. Among the latter are 1 uncharacterized protein and 1 putative
transposable element (TE). Among the 12 fat body-specific up-regulated genes, we found one major actor of
immunity, the Toll receptor®’, which recognizes the cleaved circulating cytokine Spitzle to induce the production
of anti-microbial peptides®’. It is noteworthy that Toll receptor is expressed in all three tissues, but overexpressed
in response to EPNs in the fat body only (Fig. 3A). Among the 11 other overexpressed genes, we found one
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Figure 2. Midgut Associated Response. Heatmaps of differential expression (in log2FoldChange - green,
under-expression, red, overexpression according to values in Supplementary Data S1) across all experimental
conditions of genes found significantly differentially expressed (A) specifically in the MG at 15 hpi (MG15 - 4
genes) (B) common to MG15 and FB15 (9 genes) and (C) common to MG15 and HC15 (10 genes).

potential receptor of the arrestin family, several enzymes (lipase, carboxypeptidase and a GTPase co-factor), again
a MADF-domain transcription factor and a dynein (Supplementary Data S1).

Specific response of the hemocytes at 15 hpi. In insects, hemocytes are the main actors of the cellular
immune responses like phagocytosis or encapsulation®. They are also involved in other defense mechanisms such
as coagulation®, and melanization®**. In addition, different reports have shown that hemocytes are, as the fat
body, capable of synthesis of AMP>-%. Therefore, we hypothesized that genes specifically induced in the hemo-
cytes may be involved in coagulation and/or melanization along with cellular immune responses.

The largest number of DE genes is found specifically in the hemocytes with 77 genes (Fig. 1E), of which 74 are
overexpressed in response to EPNs infestation (Fig. 3B). No enriched GO categories have been detected in this
list. However, we noticed several categories of genes of interest. The most overexpressed gene encodes a serine
protease without CLIP-domain (Supplementary Data S1) that is homologous to hemolymph proteinase 7 (HP7)
and 10 (HP10) in Manduca sexta®. In the insect immune system, serine proteases participate in the activation
of Toll-dependent response to infection as well as in the prophenoloxidase-dependent melanization cascade®.
However, many serine-proteases, in particular without CLIP-domains such as HP7 & HP10, still have unknown
function. They are regulated by protease inhibitors, a large family of small peptides, one of which is also found
highly induced in our list (Supplementary Data S1) (log2FoldChange = 8.06). This induction suggests a role of
HP7/HP10 in the specific activation of hemocytes after infestation by EPNs.

The molecular functions we found in the hemocytes specific gene list include MFS transporters,
ubiquitin-conjugating enzymes, sina-like, antennal esterases, heat-shock proteins and several protein kinases.
We also noticed several genes that may play a role in vacuolar trafficking and signaling, with several transmem-
brane domain proteins. The general molecular function of these genes makes it hard to link them to any biological
process.

Surprisingly, we noticed that very few genes linked to immunity were present in this list. In particular, we
have not found a deregulation of genes linked to the activation of the PPO pathway besides the above-mentioned
serine proteases. The only gene that we could relate to melanization is homologous to the L-dopachrome tau-
tomerase Yellow-f2 that is responsible for the conversion of DOPA into dopamine, a precursor of melanin. This
observation suggests that the humoral immune response is not cellular autonomous in the hemocytes and implies
a cooperation between the fat body and the hemocytes. However, the cellular response seems to be restricted to
hemocytes.
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Figure 3. Fat body and hemocytes associated responses. As in Fig. 2, heatmaps of differential expression for
genes (A) specific to FB15 (14 genes), (B) specific to HC15 (77 genes) and (C) common to FB15 and HC15 (71
genes).

Three transcription factors are also found overexpressed in HC, including Vrille. Vrille is known to activate the
serine protease Easter that, in turns, cleaves the Spitzle protein that is the ligand of Toll receptor, which we found
overexpressed in the fat body (see above). Other genes involved in immunity are Pellino which might be either
a negative regulator®’ or an enhancer® of the Toll pathway, and IMD which is a member of the IMD pathway.

Common response of the fat body and the hemocytes at 15 hpi. We identified 71 genes differen-
tially expressed upon EPNs infestation in both FB and HC tissues (Fig. 1E), 66 of them being overexpressed in
both tissues. The “immunity” ontology is the most enriched GO category (Supplementary Fig. S5). The most
overexpressed genes correspond to a battery of anti-microbial peptides (attacins, cecropins, defensins, gloverins
and moricins) (Supplementary Data S1). We identified by homology a repertoire of 40 AMP in the genome of S.
frugiperda, classified in 7 different families®. The majority of AMP production is performed by the FB tissue with
members of the attacins, cecropins, gloverins and lebocins strongly overexpressed (Fig. 3C). These AMP are also
significantly overexpressed in the HC but to a lesser extent (Fig. 3C). Defensins such as the gallerimycin® and
Spod-x-tox® are overexpressed in both tissues. Remarkably, of the 10 moricins present in S. frugiperda genome,
only Moricin 10 is strongly overexpressed in both tissues. The diapausin overexpression is less clear with low
levels of expression.

Among the most overexpressed genes in both FB and HC tissues, we also identified several members of the
peptidoglycan recognition proteins (PGRP) (Supplementary Data S1), a family of receptors, which are involved
in the recognition of pathogens associated molecular patterns (PAMP) and in the subsequent activation of the
Toll, Imd and PPO system pathways®*% In the genome of S. frugiperda, we identified 10 PGRP (Supplementary
Fig. S6) that were named according to Bombyx mori nomenclature?!. Upon EPNs infestation, PGRP-S2, -S6
and -L3 are overexpressed in both FB and HC, with PGRP-S2 being the highest overexpressed (Supplementary
Data S1). A phylogenetic analysis (Supplementary Fig. S6) shows that PGRP-S2 is closely related to Drosophila
melanogaster PGRP-SA, which is involved in the induction of the Toll pathway®. Recently, it has also been
reported that a PGRP-SA homolog may be responsible for the activation of the phenoloxidase system in the
Chinese tussar moth Antheraea pernyi®®.

This overexpression of AMP and PGRP upon EPNs infestation has been similarly observed in transcriptomic
studies of Drosophila melanogaster larvae infested by Heterorhabditis sp. or Steinernema sp. nematodes®-°.
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Figure 4. Inducible MetalloProtease Inhibitor. (A) WebApollo viewer showing the annotation of inducible
metalloprotease inhibitors genes in cluster on the scaffold_1741 in the genome of Spodoptera frugiperda. (B) As
in Fig. 2, heatmap of differential expression for the identified IMPI genes.

Other immunity genes overexpressed in both tissues are implicated in the Toll pathway. This pathway is acti-
vated by PAMP recognition proteins or by proteases from pathogens® . Signal is transduced by an intracellular
complex (MyD88/Tube/Pelle) that binds to the intracytoplasmic domain of Toll and is regulated by Pellino®"¢%.
Signal transduction results in the phosphorylation of the ankyrin-repeat containing protein Cactus, which allows
its dissociation from the transcription factor Dorsal. This dissociation promotes the translocation of Dorsal to the
nucleus where it activates the production of AMP. Several members of this pathway are overexpressed in both FB
and HC at 15 hpi, including Pelle, Pellino, and Cactus. Altogether, these results suggest that the Toll pathway is
activated in both the fat body and the hemocytes.

We also observed the overexpression of Hdd23 which mediates PPO activation®® and of 3 putative transcrip-
tion factors, one of them containing a zinc-finger domain (GATA4-like) known to mediate immune response in
Drosophila®.

In addition to immune-related genes, this list contains 7 protease inhibitors. One is a serine protease inhibitor,
which may be involved in the regulation of serine proteases cascades, such as the prophenoloxidase activating
cascade® or the Toll activating cascade?, while another has homology with a tissue inhibitor of metalloproteases
(TIMP). More interestingly, the 5 remaining protease inhibitors belong to the family of inducible metallopro-
tease inhibitors also called IMPI”’. These 5 IMPI are present as a cluster of genes in the genome of S. frugiperda
(Fig. 4A) and their expression is upregulated especially in the hemocytes (Fig. 4B). The first IMPI was purified
from the hemolymph of the greater wax moth Galleria mellonella’" and further cloned’. The expression of IMPI,
along with antimicrobial peptides/proteins, is induced by metalloproteases released by damage tissue or met-
alloproteases from pathogens during the humoral immune response of G. mellonella’. It has been shown that
nematodes of the genus Steinernema as well as Xenorhabdus bacteria establish their pathogenesis by secreting
virulence factors among which metalloproteases”””>~7¢. Therefore, we may hypothesize that S. frugiperda induces
the expression of IMPI to counteract the metalloproteases produced by nemato-bacterial complexes.

Common response of the midgut, the fat body and the hemocytes at 15 hpi.  Finally, we iden-
tified 31 genes that are significantly differentially expressed in all three tissues (MG, FB and HC), 25 of them
being overexpressed in all tissues (Fig. 1E, Supplementary Data S1). There is no enrichment for a specific molec-
ular function or biological process among these 25 genes and only 3 of them could be related to the caterpillar
defenses. They encode the previously cited Hdd23 and Cactus, plus Relish, the transcription factor of the Imd
pathway, suggesting that this anti-Gram negative bacteria immune pathway’” could also take part in the previ-
ously described humoral responses.

During the annotation of these genes, we noticed that the 4 most differentially expressed genes had no known
function. Three of them were also among the few that were overexpressed in the FB at 8 hpi (Fig. 5A). We pursued
the investigation on the potential origin of these genes, which led us to the identification of 2 previously unchar-
acterized clusters (Fig. 5B,C).

The first cluster (Fig. 5B) is composed of 5 genes for which we could not find any homology in sequence data-
bases at the protein nor at the nucleotide level in any other organism than Spodoptera frugiperda. However, we
could find the whole cluster in the Sf9 and Sf21 cell lines genomes recently published by other labs’®”°. In addi-
tion, after careful exploration of the syntenic regions, this cluster was also identified in the genomes of two other
noctuid species, Spodoptera litura and Helicoverpa armigera®®®'. Interestingly, the cluster is located close to a gene
homolog of D. melanogaster tamozhennic, which has been reported to be involved in Dorsal nuclear transloca-
tion®2. Their genomic localization, their organization in cluster, the presence of eukaryotic signal peptides in their
predicted amino acid sequences, the fact that they were not only the most differentially expressed genes upon
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Figure 5. Expression for the 31 genes common to midgut, the fat body and the hemocytes. (A) As in Figs 2
and 3, heatmap of differential expression for the 31 genes common to MG15, FB15 and HC15. (B) WebApollo
viewer showing the annotation of unknown genes in cluster on the scaffold_520. (C) WebApollo viewer
showing the annotation of clustered genes of bacterial origin within a defensin cluster.

EPNs infestation but also the earliest differentially expressed, led us to the hypothesis that they might encode a
new class of immune effectors restricted to some noctuid species.

A second intriguing category of genes in this list has homology to bacterial proteins of unknown func-
tion. They are a set of three genes in cluster (Fig. 5C), localized between several defensin encoding genes. They
possess a eukaryotic signal peptide and two introns but their main coding sequence is homologous to genes
from the Lactococcus lactis bacteria (Supplementary Fig. S7) and shares a homology with a cysteine peptidase
domain of the papain family. Among insects, these genes are found only in the genomes of other Lepidoptera
(Supplementary Fig. S7). This homology to bacteria could be due to convergence, if the bacterial and insect pro-
teins share common molecular functions, or could indicate an ancient event of horizontal gene transfer (HGT).
Acquisition of antimicrobial activity from bacteria to eukaryotes by HGT has been documented before®, but not
in insects. We think it will be interesting to characterize further the function of these two clusters of genes and
their role in immunity against EPNs.

Conclusions

In this work, we have conducted a time-series analysis of tissue-specific transcriptomic response of the
Lepidoptera Spodoptera frugiperda larvae to the infestation by the EPN complex Steinernema carpocapsae/X-
enorhabdus nematophila. We show that at 8 hours after infestation only a few genes are differentially expressed in
the fat body and none in the midgut, despite the presence and amplification of the EPN symbiont X. nematophila
in the hemocoel. However, we observed a strong response of the larvae at 15hours post infestation. This response
corresponds to a complementary activation of the immune system by the fat body and the hemocytes, resulting
in the production of a large repertoire of humoral effectors and receptors.

When we compare our data to RNAseq analyses performed by other laboratories, albeit on different interac-
tion systems, we observe a very similar response. For example, Castillo et al. (2015) report an activation of the
immune system of Drosophila melanogaster larvae by the EPN complex Heterorhabditis bacteriophora/ Photorhab-
dus luminescens, represented by several AMPs, several peptidase and protease inhibitors and also Yellow-E This
suggests that all potential hosts possess a conserved ability to fight EPNs complexes.

Despite this powerful response, S. carpocapsae/X. nematophila complex will be successful regardless of the sys-
tem they will be confronted with. Anatomies of their host might differ but IJs will find their way inside the midgut
and pierce it to enter the hemocoel. There, they will survive the inflammatory response of their host for a suffi-
cient amount of time in order for their released bacterial symbionts to multiply within the insect and kill it'®17:84,
It was proposed that the nematodes were able to camouflage themselves from the insect immune system®. The
facts that we found very few responsive genes at the early time point of 8 hpi and that very few immune-related
genes were found differentially expressed in the midgut at any time point support this idea. However, despite a
previous study suggesting that X. nematophila could resist to the humoral immune responses by transcriptional
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down-regulation'!, our study and recent others®*>*® clearly show that, regardless of the host insect, the immune

system is triggered and will react to the EPNs infestation.

Nothing in our data suggests a mechanism by which the EPNs bypass the insect defenses at 15 hpi. Indeed,
at this time point, all signaling pathways seem activated in both the fat body and the hemocytes and 16 different
AMP are produced. Several studies have evidenced a loss of hemolymph AMP and antimicrobial activity dur-
ing infestation by the EPN or infection by X. nematophila'®. A likely hypothesis might be that these AMP are
degraded by X. nematophila virulence factors, as shown for the X. nematophila protease II in Galleria mellonella
and Pseudaletia unipuncta’.

Materials and Methods

Insect rearing. Corn variant Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) larvae were reared on a corn-
based artificial diet®. They were maintained at 23 °C +/— 1°C with a photoperiod of 16 h/8 h (light/dark) and a
relative humidity of 40% +/— 5%. Galleria mellonella (Lepidoptera: pyralidae) larvae were reared on honey and
pollen at 28 °C in dark.

Nematode production and storage. Symbiotic Steinernema carpocapsae (strain SK27 isolated from
Plougastel, France) were renewed on White traps® after infestation of the wax moth Galleria mellonella last larval
stages. They were maintained in aerated Ringer sterile solution with 0.1% formaldehyde at 8 °C for two to four
weeks to ensure optimal pathogenicity.

Infestation. Infestation experiments were processed at 23 °C in 12-well culture plates. In each well, one
second-day sixth instar larva of S. frugiperda was placed on a filter paper (Whatman) with artificial corn-based
medium. Nine larvae were used per experimental condition. For infested larvae, 150 uL of Ringer sterile solution
containing 150 S. carpocapsae IJs were introduced in each well. For control larvae, 150 uL of Ringer sterile solution
was used. In order to control the pathogenicity of the nematodes, 12 larvae were treated as described above, with
or without nematodes, and their survival was monitored for 48 hours. The percentage of survival was the ratio of
live larvae on the total larvae used in the experiment.

Xenorhabdus nematophila quantification. The concentration of X. nematophila in S. frugiperda
hemolymph after infestation was estimated by CFU counting on NBTA (nutrient agar supplemented with 25 mg
of bromothymol blue per liter and 40 mg of triphenyltetrazolium chloride per liter) with 15 pg/mL of erythromy-
cin. For 3 independent experiments and 3 technical replicates, hemolymph was collected by bleeding of 3 cater-
pillars in 200 uL PBS buffer supplemented with phenylthiourea. The volumes of hemolymph were then estimated
and serial dilutions of the samples were plated. CFU were counted after 48 h incubation at 28 °C and CFU num-
bers were then reported to the estimated hemolymph volumes in order to calculate the bacterial concentrations.
The hemolymph of naive caterpillars was also plated to verify the absence of bacterial growth.

RNA extraction. Spodoptera frugiperda larvae were bled and hemolymph was collected in anti-coagulant
buffer?. Hemocytes were recovered by a short centrifugation at 800 g for 1 min at 4°C. The hemocyte pellet was
immediately flash-frozen. Then, larvae were dissected and fat bodies and midguts were extracted, rinsed with
PBS, flash-frozen with liquid nitrogen in eppendorf tubes and conserved at —80 °C until use. After thawing,
1 mL of Trizol (Life technologies) was added and pooled organs were grounded with a TissueLyzer 85210 Rotator
(Qiagen) with one stainless steel bead (3 mm diameter) at 30 Hz for 3 min. Grounded tissues were transferred in
new eppendorf tubes and left at room temperature for 5 min then 200 pL of chloroform (Interchim) were added.
The preparations were homogenized and left at room temperature for 2 min. After a centrifugation at 15,000 g
and 4 °C for 15 min, the aqueous phase was transferred in new eppendorf tubes. Four hundred uL of 70% ethanol
were added and nucleic acid extraction was immediately done with the RNeasy mini kit (Qiagen) according to
the manufacturer’s instructions. Contaminating DNA was removed by the use of a Turbo DNA-free™ kit (Life
Technologies) according to the manufacturer’s protocol.

RNA yield and preparation purity were analyzed with a Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo
Scientific) by the measure of the ratios A,/ A,gy and A,/ A,s, respectively. RNA integrity was verified by agarose
gel electrophoresis. RNA preparations were then conserved at —80°C.

Library preparation and Illlumina sequencing. Library preparation and RNA sequencing were con-
ducted by MGX GenomiX (IGE, Montpellier, France). Libraries were prepared with the TruSeq Stranded mRNA
Sample preparation kit (Illumina). In brief, after a purification step with oligo(dT) magnetic beads, polyade-
nylated RNAs were chemically fragmented. A first cDNA strand was synthesized with random primers and
SuperScript IV Reverse Transcriptase (Life Technologies) and the second strand was then synthesized. After the
addition of single adenine nucleotides, indexed adapters were ligated to the cDNA ends. Adapters-ligated cDNAs
were then amplified by PCR and libraries were validated on Fragment Analyzer with a Standard Sensitivity NGS
kit (Advanced Analytical Technologies, Inc) and quantified by qPCR with a Light Cycler 480 thermal cycler
(Roche Molecular diagnostics).

cDNAs were sequenced with the HiSeq 2500 system (Illumina) on 50 base pairs with a single-end protocol. In
brief, libraries were equimolary pooled and cDNAs were denatured, diluted to 8 pM and injected in the flow cell.
The samples were multiplexed by 6 and a PhiX spike control was used. Clusters were generated with a cluster gen-
eration kit (Illumina), cDNAs were sequenced by synthesis. Image analysis and base calling were realized with the
HiSeq Control Software (Illumina) and the RTA software (Illumina), respectively. After a demultiplexing step, the
sequences quality and the absence of contaminant were verified with the FastQC software and the FastQ Screen
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software, respectively. Raw data were submitted to a Purity Filter (Illumina) to remove overlapping clusters. FastQ
files are available at ArrayExpress accession E-MTAB-7976.

Alignment and counting. For each sample, the reads were pseudoaligned on the S. frugiperda reference
transcriptome version OGS2.2° using Bowtie2.2.3°!. Processing of alignment files (.sam files) into sorted.bam
files was performed by samtools view and samtools sort commands®”. Read counts for each gene were obtained
using samtools idxstats command.

Differential expression analysis. Differential expression was analyzed with the R package DESeq2*°.
Treated versus untreated samples of the same tissue + time conditions were analyzed using a classical method.
An example is shown in Supplementary Data S2 for the analysis of differential expression in the fat body at 8 hpi
identifying 5 DE genes at a p-value adjusted of 0.01, equivalent to 1% false discovery rate (Supplementary Fig. S2).

For the global analysis of the EPN effect, we used the Likelihood Ratio test function of DESeq2 as presented
in Supplementary Data S3. At an adjusted p-value of 0.1, this method identified 271 DE genes associated to EPN
treatment. We overlapped this list with the pair-wise comparisons above to define tissue-specific or common
responses as shown in Fig. 1E.

Each sub list of DE genes has been analyzed with Blast2GO Pro software” to identify homolog sequences
by blastx as well as GO categories. By using the full list of S. frugiperda OGS2.2 transcripts as reference®, the
enriched GO terms were identified with a Fisher’s exact test (one-tailed, FDR <0.05).

Heatmaps were generated using the heatmap.2 function of the gplots R package such as this presented in
Supplementary Data S4 that generated Fig. 1D.

gPCRand primers. Differential expression data were verified with control RT-qPCR on selected upregulated
and downregulated genes on independently performed EPN infestation experiments. cDNA was synthesized
with SuperScript IT Reverse Transcriptase (Invitrogen) from 1 ug of RNA sample, according to the manufacturer’s
protocol.

The primers (Supplementary Table S1) were designed with the Primer3Web tool*. Their efficiency was esti-
mated by using serial dilutions of pooled cDNA samples and their specificity was verified with melting curves
analysis. Amplification and melting curves were analyzed with the LightCycler 480 software (Roche Molecular
diagnostics) version 1.5.0.

RT-qPCR were carried out in triplicate for each biological sample, with the LightCycler 480 SYBR Green I
Master kit (Roche Molecular diagnostics). For each couple of sample and primer, 1.25uL of sample containing
50 ng/uL of cDNA and 1.75uL of Master mix containing 0.85 uM of primers were distributed in multiwell plates
by the Echo 525 liquid handler (Labcyte). After an enzyme activation step of 95°C for 15 min, the amplification
was monitored in the LightCycler 480 (Roche) thermal cycler for 45 cycles of 95°C for 5, 60 °C for 10s and 72°C
for 15s.

Crossing points were determined using the Second Derivative Maximum method with the LightCycler 480
software (Roche Molecular diagnostics) version 1.5.0. Relative expression quantifications were then processed
with the REST 2009 software®, using the pairwise fixed randomization test with 2,000 permutations. Targets rel-
ative levels were normalized to RpL32 housekeeping gene relative levels and the EF1 gene was used as an internal
control”*-%,
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Supplementary Table S1: RNAseq statistics

Supplementary Table S2: Primers sequences and genes investigated in qPCR

Supplementary Data S1: Differentially Expressed (DE) genes at 15 hpi

This table presents the genes that are found differentially expressed upon EPN infestation at 15 hpi.
The baseMean column represents the DESeq2 normalized mean expression levels of a particular
gene across all experiments. The log2FoldChange and padj columns provided are given by the
DESeq2 'results' command from pair-wise comparisons between (Midgut: MG, Fat Body: FB,
Hemocytes: HC). On the right hand of the table, we present the best blastp homolog of each gene as
well as our manual annotation of each gene based on this homology and protein domain analyses or
on previous annotation 32 (in bold). Genes have been grouped by tissues where the differential
expression false discovery rate (padj) was less than 0.01.

Supplementary Data S2: Script used for the analysis of differential expression in the fat body at 8
hpi.

Supplementary Data S3: Script for global analysis of the EPN effect.

Supplementary Data S4: Heatmaps were generated using the heatmap.2 function of the gplots R
package such as below that generated Fig. 1D.

Supplementary Figure S1: Dataset quality control

A: Heatmap of pair-wise correlation between all RNAseq samples. Hierarchical clustering of samples
shows the grouping of experiments mostly by tissues then by time-point and by condition. B:
Principal Component analysis of RNAseq samples showing the grouping of experiments mostly by
tissue then by time-point and by condition.

Supplementary Figure S2: DESeq2 analysis

MA plots showing the log2FoldChange in function of mean expression (measured in reads coverage)
of total S. frugiperda transcripts in a pairwise DESeq2 analysis of EPN vs PBS in every Tissue*Time-
point conditions. Indicated on each plot is the number of genes significantly overexpressed (red box)
or under-expressed (blue box) upon EPN infestation. For experiments at 15 hpi, the total number of
DE genes is also indicated on the right side of the plot.

Supplementary Figure S3: DE genes in fat body at 8 hpi



At 8 hpi, 5 genes are significantly differentially expressed in the fat body (FB08). This heatmap of
log2FoldChange shows that the 4 unknown genes significantly overexpressed in the FBO8 condition
are also overexpressed at 15 hpi in all 3 tissues. On the right hand side, this table indicates the
DESeq2 results for these genes, showing that the 4 overexpressed genes are of unknown function
and correspond to the gene cluster presented in Fig. 5B.

Supplementary Figure S4: Validation of RNAseq data using quantitative RT-PCR

Selected genes were analyzed by quantitative PCR using RNA samples from tissues of naive or
infected larvae. The relative expression level (ratio infected/naive larvae) is shown as
log2FoldChange mean from 3 independent experiments.

Supplementary Figure S5: Fat Body and Hemocytes Gene Ontology enrichment

The DE genes common to FB and HC at 15 hpi (Fig. 3C) show an enrichment of Gene Ontology terms
associated to immunity. The same analysis conducted on the other gene lists, in particular the 77
genes associated to HC15, did not produce significant GO term enrichments.

Supplementary Figure S6: Structures and phylogeny of Spodoptera frugiperda peptidoglycan
recognition proteins

A: Structures of SfPGRP. In red, signal peptide and in blue, transmembrane domain. B: The
phylogeny of 105 PGRP domain amino acid sequences was determined by using the Maximum
Likelihood method % in MEGA7 ?7. The bootstrap consensus tree was built from 1000 replicates and
branches corresponding to partitions reproduced in less than 50% bootstrap replicates were
collapsed. Initial tree(s) for the heuristic search were obtained automatically by applying Neighbor-
Join and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise distances estimated using a JTT model, and then
selecting the topology with superior log likelihood value. Branches colors: green, Lepidopteran (Bm:
Bombyx mori, Dp: Danaus plexippus, Hm: Heliconius melpomene, Ms: Manduca sexta, Px: Papillio
xuthus, Sf: Spodoptera frugiperda), blue, Dipteran (Aa: Aedes aegypti, Ag: Anopheles gambiae, Dm:
Drosophila melanogaster) and orange, Hymenopteran (Am: Apis mellifera, Nv: Nasonia vitripennis).
Manduca sexta amino acid sequences were retrieved at
ftp://ftp.bioinformatics.ksu.edu/pub/Manduca/0GS2/ %, *** Sequence from 2.

Supplementary Figure S7: Phylogenetic analysis of genes from bacterial origin

The 100 first best hits after blastp on nr NCBI were retrieved and the phylogenetic tree was
constructed using the method described as in Supplementary Fig. S6. Sequences are grouped in two
main clades, one with bacteria only and the second with Lepidoptera only.



S1 Table: RNAseq statistics

Tissue Condition Sample Total reads Mapped reads % Mapped reads
3FBn8 29360 077 16 556 358 56.4
Control 8 h
5FBn8 28 766 960 16 431 320 57.1
1FBn15 8160 217 5760 726 70.6
Control 15h  3FBn15 31182081 21405 010 68.7
5FBn15 101 295 028 67 865 194 67.0
Fat body .
3FBi8 18 680 946 10924 308 58.5
Infected 8 h )
5FBi8 27 084 597 13 484 897 49.8
1FBi15 38001 141 22705073 59.8
Infected 15 h  3FBil5 25680 693 15233 458 59.3
5FBi15 17 018 902 9757977 57.3
1MGn8 40762 942 26 432 615 64.8
Control 8 h 3MGn8 37 701 095 24 444 804 64.8
5MGn8 39108 039 23913 146 61.2
1MGn15 53104 319 33125675 62.4
Control 15 h
5MGn15 56 673 439 35116 354 62.0
Midgut 1MGi8 39503 925 25273 765 64.0
Infected 8 h 3 MGi8 45 389 710 29365 492 64.7
5MGi8 33930844 21504 374 63.4
1MGi15 46 822 381 28888 031 61.7
Infected 15h  3MGil5 40929 947 25691178 62.8
5MGi15 42270370 26081 101 61.7
1HCn15 36 819 698 20610 325 56.0
Control 15h  3HCn15 41399 767 23 008 997 55.6
5HCn15 30657 274 17 119 548 55.8
Hemocytes .
1HCi15 32 486 507 18101 920 55.7
Infected 15h  3HCil15 73 456 056 40 045 769 54.5
5HCi15 33712769 18 309 356 54.3

Samples abbreviations: MG, midgut ; FB, fat body ; HC, hemocytes ; n, naive larvae ; i, infected larvae ; Number
at the end (8 or 15) corresponds to the time of tissue extraction after infestation with nematodes.



S2 Table: Primers sequences and genes investigated in qPCR.

Gene Annotation Primer Sequence
Adf1-F CCGGAAGAGGAGGAAAAGTT
GSSPFG00022277001-RA  TF Adf-1
Adf1-R CTAAGCGTTTGATGCGAGTG
Cactus-F ACTGACACACAGACCCCACA
GSSPFG00001145001.2-RA Cactus
Cactus-R TCATCACAGCGAGGTGTAGC
Carboxy- CarboD-F GGAGCGCATTGGTATTCTGT
GSSPFG00018355001.1-RA )
peptidase D CarboD-R CGTTGCCTTCGATTTTGATT
GB3-F GGTGTCGAGTTGGGAATCAT
GSSPFG00011909001.1-RA Orf43(GB3)
GB3-R TTCGTTGGAACATGGACTCA
GEFRab5-F ATCACCATCCAGCCAGAAAC
GSSPFG00010207001-RA  Rab5 GEF
GEFRab5-R GTCGGGAGTCATCAGTTCGT
GNBP3-F CCAAGGTGCCCTCATCTTTA
GSSPFG00000179001.3-RA GNBP3
GNBP3-R TGATGCATAGCTTCCGTCAG
IMPI27637-F TTGCAAGGAGATGCAGAATG
GSSPFG00027637001-RA  IMPI(27637)
IMPI27637-R TAGCGGTAGCCACAATTTGA
} JDomProt-F TGCAGTACCACCCTGACAAG
GSSPFG00005843001,1  »-dom cont.
protein JDomProt-R ATGCGATCCTTGGTGTTAGG
LITAF-F AACAGCAACACCAGCAACAG
GSSPFG00023266001-RA  LITAF
LITAF-R AAACAAAGCCCAAGAGCAAA
PGRPS6-F TCCCTACAACTTCCCATTCG
GSSPFG00006503001.4-RA PGRP-S6
PGRPS6-R CAGCCGTGGTCATCAATATG
Relish-F TATGGCACCAACAAAACGAA
GSSPFG00035420001.3-RA Relish
Relish-R CGATACCACCGAACCTGACT
Sialin-F AGTCACCACCATTCCTTTCG
GSSPFG00007143001-RA  Sialin
Sialin-R CAGGGTCCTACTCAGGGTCA
UNK3-F AGGAGACACCAATCGCAAAG
GSSPFG00026933001-RA  Unk3
UNK3-R CCAGCAGCAAGAATGTTGAA
UNK4-F ACTAATGGGCTCCCTCCTGT
GSSPFG00026935001-RA  Unk4
UNKA4-R GTAGTTGGGGATCCTGCTGA
Zona-F TGCTTGCCTGGTTGTATCTG
GSSPFG00032366001-RA  Zonadhesin
Zona-R CTGTGTGCATCTTCGCAACT
Rpl32-F TACAATCGTCAAAAAGAGGACGA
GSSPFG00020532001-RA  RplL32
Rpl32-R AAACCATTGGGTAGCATGTG
EFla-F GACGTATACAAAATCGGTGGTATT
GSSPFG00002766001-RA  EFla

EFla-R

GATTTGATGGATTTAGGGTTGTCT




MG15 FB15 HC15

baseMean | log2FoldChange padj log2FoldChange padj log2FoldChange padj Annotation Best BlastP
GSSPFG00019826001-RA 29,35 3,48 6,80E-03 0,18 9,44E-01 2,63 3,09E-02 |Heat-shock protein 68-like >XP_022816120.1 Heat-shock protein 68-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00030737001-RA 1207,42 -0,81 1,13E-03 -0,53 2,39E-02 -0,03 9,75E-01 |E3 ubiquitin-protein ligase SIAH1-like >XP_022830612.1 E3 ubiquitin-protein ligase SIAH1-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00014622001-RA 2628,14 -1,68 1,20E-04 -0,97 1,80E-02 -0,45 4,16E-01 |ATP-binding cassette sub-family G member 4 >XP_022814310.1 ATP-binding cassette sub-family G member 4-like isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00033707001-RA 1543,13 -1,77 2,97E-03 -0,39 5,71E-01 1,44 1,01E-02 [NA >XP_022818925.1 uncharacterized protein LOC111351296 [Spodoptera litura]
GSSPFG00030333001-RA 70,19 5,68 7,11E-05 3,90 9,05E-05 2,50 1,01E-02 |Proteinase inhibitor >XP_022826229.1 venom peptide BmKAPI-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00016101001-RA 12,36 5,57 2,61E-03 5,44 1,13E-03 3,14 6,75E-02 |NA >XP_021184774.1 uncharacterized protein LOC110372414 [Helicoverpa armigera]
GSSPFG00017290001.2-RB 38,29 3,91 1,42E-11 4,35 4,25E-15 0,75 2,67E-01 |CYP340L1-CTERM >AG062010.1 cytochrome P450 CYP340L1 [Spodoptera frugiperda]
GSSPFG00034371001-RA 58,28 3,81 2,61E-09 3,83 1,47E-12 1,28 3,38E-02 |[Multiple C2 and transmembrane domain-containing protein >XP_022837348.1 multiple C2 and transmembrane domain-containing protein isoform X4 [Spodoptera litura]
GSSPFG00021560001-RA 753,52 3,22 5,89E-06 5,05 2,43E-16 1,82 1,14E-02 |PAS domain-containing serine/threonine-protein kinase >XP_021200468.1 PAS domain-containing serine/threonine-protein kinase [Helicoverpa armigera]
GSSPFG00019015001.1-RA 558,08 2,43 1,10E-03 2,21 1,85E-03 0,87 2,75E-01 [Calcium and integrin-binding protein 1-like >XP_022835540.1 calcium and integrin-binding protein 1-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00014411001-RA 180,34 2,32 2,06E-05 4,22 8,18E-18 0,34 6,74E-01 [NA /
GSSPFG00024369001-RA 107,05 2,07 1,54E-06 4,80 3,59E-30 0,60 2,10E-01 [NA /
GSSPFG00022277001-RA 1466,63 1,15 5,28E-04 1,38 1,18E-06 0,52 1,49E-01 [Transcription factor Adf-1 >KP198809.1 Transcription factor Adf-1 [Papilio xuthus]
GSSPFG00007146001-RA 257,76 7,41 7,98E-06 2,56 7,00E-02 3,26 4,09E-03 |Sialin-like (Major Facilitator Superfamily) >XP_022822670.1 sialin [Spodoptera litura]
GSSPFG00028639001-RA 252,44 5,63 7,35E-05 2,18 1,34E-01 3,74 1,51E-03 |[Sialin-like (Major Facilitator Superfamily) >XP_022822670.1 sialin [Spodoptera litura]
GSSPFG00007143001-RA 256,94 4,74 2,29E-03 -1,11 5,22E-01 3,43 5,73E-03 [Sialin-like (Major Facilitator Superfamily) >XP_022822670.1 sialin [Spodoptera litura]
GSSPFG00031867001.1-RA 321,84 3,83 4,99E-04 1,27 2,57E-01 4,86 1,57E-07 |Carboxylesterase 5 >XP_022837491.1 venom carboxylesterase-6-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00025576001-RA 357,98 3,38 6,63E-04 1,90 4,52E-02 7,94 3,72E-21 |Metalloprotease inhibitor >XP_022816599.1 inducible metalloproteinase inhibitor protein-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00005406001-RA 53,71 3,33 1,00E-03 1,61 9,64E-02 2,90 2,13E-04 [Sialin-like (Major Facilitator Superfamily) >XP_022823138.1 sialin [Spodoptera litura]
GSSPFG00000198001.4-RA 391,59, -0,87 6,59E-03 0,61 6,37E-02 2,05 1,18E-16 |IAP2 >XP_022828237.1 E3 ubiquitin-protein ligase XIAP isoform X1 [Spodoptera litura]
GSSPFG00014246001-RA 1784,98 -1,06 3,37E-03 0,27 5,03E-01 1,74 5,78E-09 |Mannose-1-phosphate guanyltransferase beta >XP_022815255.1 mannose-1-phosphate guanyltransferase beta [Spodoptera litura]




MG15 FB15 HC15

baseMean | log2FoldChange padj log2FoldChange padj log2FoldChange padj Annotation Best BlastP
GSSPFG00007709001-RA 1205,91 -1,36 2,14E-05 0,68 3,07E-02 1,46 1,80E-07 |DCN1-like protein 3 >XP_022834843.1 DCN1-like protein 3 [Spodoptera litura]
GSSPFG00028283001-RA 29,71 -2,27 5,26E-03 -0,28 8,43E-01 2,09 2,46E-04 |LIM domain transcription factor LMO4 >XP_022820666.1 LIM domain transcription factor LMO4 isoform X1 [Spodoptera litura]
GSSPFG00024050001-RA 11,69 1,22 4,43E-01 5,76 1,74E-06 2,21 1,10E-01 |Dynein heavy chain >XP_022830602.1 dynein heavy chain 3, axonemal [Spodoptera litura]
GSSPFG00031110001.1-RA 230,63 1,81 8,54E-02 4,00 6,14E-06 1,74 4,76E-02 |Arrestin >XP_022814807.1 arrestin domain-containing protein 2-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00004095001-RA 13,83 0,53 7,92E-01 3,98 4,81E-04 2,32 5,12E-02 [Reverse transcriptase (RNA-dependent DNA polymerase) >ADI61825.1 endonuclease-reverse transcriptase [Bombyx mori]
GSSPFG00005906001.3-RA 4374,29 0,79 2,80E-01 2,71 4,16E-08 0,91 1,59E-01 [Toll_900 >XP_004927316.1 protein toll isoform X2 [Bombyx mori]
GSSPFG00005275001-RA 1354,33 1,99 8,57E-02 2,63 4,22E-03 1,91 5,06E-02 [Lipase >XP_022831164.1 lipase member H-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00026476001-RA 179,32 1,12 3,53E-02 2,56 8,59E-11 0,51 3,39E-01 |Carboxypeptidase D >XP_022831650.1 carboxypeptidase D-like isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00018355001.1-RA 720,84 0,38 5,54E-01 2,34 2,52E-09 0,37 5,45E-01 [Carboxypeptidase D >XP_022831650.1 carboxypeptidase D-like isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00003137001-RA 651,33 1,22 1,72E-01 1,85 7,52E-03 1,70 2,33E-02 |Alcohol dehydrogenase transcription factor >YP_008003807.1 unknown similar to AMEV266 [Mythimna separata entomopoxvirus 'L']
GSSPFG00033571001-RA 144,21 0,62 1,80E-01 1,76 9,53E-07 0,38 4,43E-01 |NA >XP_022830534.1 uncharacterized protein LOC111359290 [Spodoptera litura]
GSSPFG00020772001.1-RA 785,18 -0,07 9,43E-01 1,55 1,60E-03 1,30 1,29€-02 |Ral guanine nucleotide dissociation stimulator >XP_022820461.1 ral guanine nucleotide dissociation stimulator isoform X1 [Spodoptera litura]
GSSPFG00007683001-RA 271,89 0,07 9,40E-01 1,42 1,12E-03 0,53 3,60E-01 |NA >XP_022823592.1 uncharacterized protein LOC111354385 [Spodoptera litura]
GSSPF 1-RA 686,50 0,07 9,24E-01 1,21 1,45E-03 0,65 1,53E-01 |Pre-mRNA cleavage complex 2 protein Pcf1l >XP_022823595.1 LOW QUALITY PROTEIN: pre-mRNA cleavage complex 2 protein Pcf11-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00033868001.1-RA 119,87 -0,29 5,65E-01 -0,93 8,41E-03 -0,65 8,59E-02 |NA >XP_022831482.1 uncharacterized protein LOC111359968 isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00025100001-RA 9,37 -1,96 1,02E-01 -4,02 7,05E-03 1,43 1,44E-01 |Reverse transcriptase >BAD82946.1 non-LTR retrotransposon R1Bmks ORF2 protein [Bombyx mori]
GSSPFG00007813001-RA 147,94 1,35 7,31E-01 3,41 2,31E-01 9,98 5,68E-05 |Serine protease (w/o CLIP domain) >XP_022837507.1 serine protease 7-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00016569001-RA 1643,36 1,67 9,31E-02 -0,08 9,55E-01 9,01 3,35E-35 |Metalloproteinase inhibitor XP_022816599.1 inducible metalloproteinase inhibitor protein-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00016279001-RA 3259,31 2,39 3,54E-02 1,12 3,16E-01 8,31 3,37E-22 |Annulin (Transglutaminase) >XP_022820864.1 annulin isoform X1 [Spodoptera litura]
GSSPFG00005794001-RA 78,51 0,00 1,00E+00 2,77 3,49E-01 8,09 1,11E-03 |Serine protease (w/o CLIP domain) >XP_022837507.1 serine protease 7-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00017519001-RA 5547,52 1,46 4,59E-01 2,43 1,01E-01 8,06 2,55E-10 |Protease inhibitor >0WR52979.1 protease inhibitor protein [Danaus plexippus plexippus]




MG15 FB15

baseMean | log2FoldChange padj log2FoldChange padj log2FoldChange padj Annotation Best BlastP
GSSPFG00017265001-RA 12,47 2,62 2,25E-01 -0,14 9,51E-01 Fork head domain-containing protein FD4 (TF) >XP_022822176.1 fork head domain-containing protein FD4-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00032719001-RA 13,18 1,51 6,15E-01 0,00 1,00E+00 /
GSSPFG00026945001-RA 44,90 0,95 7,27E-01 1,86 4,46E-01 Hypothetical protein >WP_015427086.1 hypothetical protein [Lactococcus lactis]
GSSPFG00007272001-RA 34,60 1,57 5,91E-01 -0,25 9,46E-01 /
GSSPFG00028981001-RA 518,70 0,49 7,32E-01 1,06 2,97E-01 Synaptic vesicle glycoprotein 2B >XP_022826101.1 synaptic vesicle glycoprotein 2C-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00014762001-RA 6,47 -1,02 6,41E-01 -2,19 1,84E-01 Tyrosine-protein kinase receptor Torso tyrosine-protein kinase receptor torso-like isoform X1 [Spodoptera litura]
GSSPFG00029034001-RA 81,22 1,18 6,85E-01 -0,65 8,07E-01 /
GSSPFG00030018001-RA 312,34 2,86 1,08E-02 2,16 4,17€-02 Zonadhesin (cysteine rich domain containing trypsin inhibitor like) >XP_022816590.1 zonadhesin-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00012298001-RA 97,75 0,46 7,42E-01 -0,71 5,31E-01 Synaptic vesicle glycoprotein 2C >XP_022826101.1 synaptic vesicle glycoprotein 2C-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00030015001-RA 18,27 1,46 4,22E-01 -0,28 9,07E-01 Metalloprotease inhibitor >XP_022816591.1 inducible metalloproteinase inhibitor protein-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00011832001-RA 5188,77| 1,28 6,17E-02 0,84 1,79€E-01 Sluggish A >XP_022831783.1 proline dehydrogenase 1, mitochondrial [Spodoptera litura]
GSSPFG00002264001-RA 1700,44] 0,72 5,30E-01 1,27 1,41E-01 Sluggish A >XP_022831783.1 proline dehydrogenase 1, mitochondrial [Spodoptera litura]
GSSPFG00011387001-RA 6,45 3,46 7,86E-02 3,12 2,92E-02 Fife >XP_022830112.1 regulating synaptic membrane exocytosis protein 1 isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00000193001-RA 21,74 1,96 3,09E-01 2,46 1,05E-01 Class E vacuolar protein-sorting machinery protein HSE1 >KPJ11455.1 SH3 and cysteine-rich domain-containing protein [Papilio machaon]
GSSPFG00025581001-RA 6,83 2,74 2,60E-01 0,01 1,00E+00 Zonadhesin (cysteine rich domain containing trypsin inhibitor like) >XP_022816590.1 zonadhesin-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00027106001-RA 27,15 -0,90 2,68E-01 -0,63 6,34E-01 Graves disease carrier protein >XP_022823012.1 graves disease carrier protein homolog [Spodoptera litura]
GSSPFG00027033001-RA 77,12 2,29 1,43E-01 1,34 2,55E-01 Mucin-5AC >XP_012550215.1 mucin-5AC isoform X1 [Bombyx mori]
GSSPFG00012767001.2-RA 111,38 0,69 7,92E-01 0,44 8,57E-01 Heat shock protein cognate 1 >ACQ78180.1 heat shock protein 70 [Spodoptera exigua]
GSSPFG00029387001.5-RA 101,84 0,86 7,20E-01 0,36 8,86E-01 Heat shock protein 70-6 >ACQ78180.1 heat shock protein 70 [Spodoptera exigua]
GSSPFG00019100001-RA 178,54 0,52 7,12E-01 2,27 1,58E-02 /
GSSPFG00023390001-RA 196,24 -1,07 2,96E-01 1,95 1,18E-02 Serine protease (CLIP domain containing) >XP_022837546.1 proclotting enzyme-like [Spodoptera litura]




padj log2FoldChange padj Annotation

Best BlastP

Gremlin-1

>XP_022814796.1 gremlin-1-like isoform X1 [Spodoptera litura]

Vacuolar sorting protein 9

>XP_022820289.1 rab5 GDP/GTP exchange factor isoform X2 [Spodoptera litura]

LDL receptor

>XP_021195066.1 uncharacterized protein LOC110379640 isoform X2 [Helicoverpa armigera]

>XP_021186764.1 uncharacterized protein LOC110373722 isoform X4 [Helicoverpa armigera]

Yellow-F2

>XP_022816607.1 L-dopachrome tautomerase yellow-f2-like [Spodoptera litura]

Pellino-like (Part 3)

>XP_022834504.1 protein pellino isoform X1 [Spodoptera litura]

IL1 receptor accessory protein

>0WR52649.1 putative interleukin 1 receptor accessory protein 2 [Danaus plexippus plexippus]

carboxylesterase 12

>APD13874.1 putative carboxylesterase CXE12, partial [Spodoptera litura]

LDL receptor

>XP_021195066.1 uncharacterized protein LOC110379640 isoform X2 [Helicoverpa armigera]

c-Maf-inducing protein

>XP_022821363.1 C-Maf-inducing protein-like [Spodoptera litura]

Pellino-like (Part 2)

>0WR54226.1 Pellino [Danaus plexippus plexippus]

>XP_022818003.1 trichohyalin-like [Spodoptera litura]

Odorant-binding protein 16

>ALD65890.1 odorant binding protein 16 [Spodoptera litura]

1,37E-02 Eater

>XP_022825513.1 fibrillin-2-like [Spodoptera litura]

4,07E-01 Serta

>XP_021201441.1 uncharacterized protein LOC110384473 isoform X1 [Helicoverpa armigera]

>XP_022823138.1 sialin [Spodoptera litura]

6,75E-02 Vrille

>AJB84657.1 vrille, partial [Spodoptera frugiperda]

Translation initiation factor 3

>XP_013185950.1 PREDICTED: translation initiation factor IF-3 [Amyelois transitella]

DNA oxidative demethylase

MG15 FB15
baseMean | log2FoldChange padj log2FoldChange

GSSPFG00030804001-RA 170,55 0,15 9,42E-01 -0,27 8,85E-01
GSSPFG00017861001-RA 7,33 -0,72 7,29E-01 0,00 1,00E+00
GSSPFG00010207001-RA 2256,46 -1,64 3,53E-02 0,62 4,35E-01
GSSPFG00006115001.1-RA 136,14 0,65 5,20E-01 0,34 7,18E-01
GSSPFG00015651001-RA 11204,55 -0,39 7,31E-01 0,66 4,13E-01
GSSPFG00026861001-RA 269,85 1,69 1,03E-01 0,76 4,54E-01
GSSPFG00035670001.2-RA 71,61 -0,08 9,43E-01 0,88 1,66E-01
GSSPFG00024490001-RA 274,10 0,56 4,51E-01 1,29 2,25E-02
GSSPF 2419001.2-RA 28,79 2,55 5,73E-02 2,75 2,51E-02
GSSPFG00017500001-RA 79,33 1,15 1,97€-01 1,79 1,01E-02
GSSPFG00018574001-RA 241,16 0,85 2,52E-01 0,37 6,08E-01
GSSPFG00035679001.2-RA 53,46 0,62 5,21E-01 1,06 1,40E-01
GSSPFG00034237001-RA 1266,65 -0,37 6,42E-01 -0,92 7,21E-02
GSSPFG00001062001.3-RA 12,89 -0,80 6,59E-01 1,24 5,94E-01
GSSPFG00023565001-RA 2389,42] -0,22 8,62E-01 1,49

GSSPFG00024687001-RA 56,68 -0,87 7,38E-02 -0,50

GSSPFG00010484001.1-RA 104,16 0,65 6,42E-01 0,22 8,84E-01
GSSPFG00003126001.3-RA 3680,40 -0,03 9,86E-01 1,29

GSSPFG00019133001-RA 1214,45 -0,67 1,33E-01 -0,47 2,34E-01
GSSPFG00016426001-RA 120,48 -0,66 3,24E-01 0,87 1,18E-01
GSSPFG00023266001-RA 1215,25 -0,11 9,45E-01 0,63 5,16E-01

>XP_021188487.1 DNA oxidative demethylase ALKBH2-like [Helicoverpa armigera]

LITAF homolog

>XP_022829448.1 lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor-alpha factor homolog [Spodoptera litura]




MG15 FB15

baseMean | log2FoldChange padj log2FoldChange padj log2FoldChange padj Annotation Best BlastP
GSSPFG00023267001-RA 1232,59 -0,06 9,73E-01 0,56 5,70E-01 LITAF homolog >XP_022829448.1 lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor-alpha factor homolog [Spodoptera litura]
GSSPFG00018774001-RA 205,57 0,02 9,83E-01 0,80 6,65E-02 /
GSSPFG00033290001-RA 1107,55 -0,50 4,44E-01 -0,38 4,91E-01 Maltase >XP_022817463.1 neutral and basic amino acid transport protein rBAT isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00031513001-RA 350,77, -1,11 2,24E-01 0,78 3,49E-01 GTP-binding protein >XP_021194100.1 GTP-binding protein 2-like [Helicoverpa armigera]
GSSPFG00015806001-RA 71,40 0,97 2,49E-01 0,96 1,71€-01 /
GSSPFG00025910001-RA 86,31 -0,37 8,05E-01 1,24 1,92€-01 /
GSSPFG00001447001-RA 1976,03 0,59 5,13E-01 0,74 2,89E-01 Monocarboxylate transporter 14 >XP_022830596.1 monocarboxylate transporter 14-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00012510001.1-RA 160,84 0,09 8,94E-01 -0,52 2,67E-01 Homeodomain Transcription Factor >XP_022830805.1 putative homeodomain transcription factor 2 isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00003297001-RA 137,85 -0,24 7,86E-01 0,33 6,24E-01 /
GSSPFG00017158001-RA 347,13 -0,12 9,28E-01 0,14 8,87E-01 /
GSSPFG00016494001-RA 490,33, -0,04 9,33E-01 -0,07 8,78E-01 Rabenosyn 5 >XP_022819682.1 rabenosyn-5 [Spodoptera litura]
GSSPFG00017563001-RA 124,23 -0,31 6,83E-01 -0,03 9,74E-01 /
GSSPFG00020037001-RA 163,70 1,67 1,97E-02 1,29 5,34E-02 Insulin receptor substrate 1 >XP_022116016.1 insulin receptor substrate 1 isoform X5 [Pieris rapae]
GSSPFG00007852001.3-RA 90,24 1,09 1,15E-01 0,77 2,25E-01 Mitogen activated protein kinase kinase kinase 5 (mapkkk5) >XP_022814392.1 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 15 [Spodoptera litura]
GSSPFG00014810001-RA 28,24 -1,63 1,42E-02 -1,08 1,81E-01 Serine/threonine-protein kinase minibrain >XP_022114715.1 serine/threonine-protein kinase minibrain isoform X4 [Pieris rapae]
GSSPFG00004566001-RA 2045,57| -0,82 2,71E-01 0,50 4,63E-01 Mutant cadherin >ACY69027.1 mutant cadherin [Helicoverpa armigera]
GSSPFG00007257001-RA 1122,61 -0,23 8,25E-01 0,97 1,13E-01 >XP_022815396.1 uncharacterized protein LOC111348788 [Spodoptera litura]
GSSPFG00002254001-RA 355,56 -1,48 3,38E-02 -1,12 8,33E-02 Haspin >XP_012549826.1 putative serine/threonine-protein kinase haspin homolog [Bombyx mori]
GSSPFG00010209001-RA 387,18 0,76 8,80E-02 -0,66 1,12E-01 SIAH >XP_022820294.1 E3 ubiquitin-protein ligase SIAH1-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00007965001-RA 1393,96 0,19 7,58E-01 0,24 6,05E-01 >XP_022818198.1 glutathione synthetase-like isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00002009001-RA 111,14 -0,56 5,01E-01 1,35 2,44E-02 /




MG15 FB15
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GSSPFG00012773001-RA 365,20 -0,30 2,36E-01 0,44 4,17€-02 Zinc carboxypeptidase >XP_022820265.1 zinc carboxypeptidase-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00027791001.3-RA 876,58 0,23 5,18E-01 0,03 9,47E-01 Immune deficiency (IMD) >AFK75934.1 IMD-like protein [Spodoptera exigua]

GSSPFG00018053001-RA 109,07 0,22 7,64E-01 -0,27 6,71E-01 Dystrophin >XP_023949282.1 dystrophin, isoforms A/C/F/G/H-like [Bicyclus anynana]

GSSPFG00014267001-RA 1773,67 -0,95 3,79E-02 -0,11 8,50E-01 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 9 >XP_022824891.1 tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 9-like isoform X2 [Spodoptera litura]

GSSPFG00027961001-RA 1133,89 -0,40 3,88E-01 0,67 5,43E-02 NA >XP_022822565.1 disks large homolog 5 [Spodoptera litura]

GSSPFG00026235001.3-RA 1008,37 -0,60 1,34E-01 0,23 5,68E-01 autophagy-related gene 101 >XP_022814112.1 autophagy-related protein 101 [Spodoptera litura]

GSSPFG00022661001-RA 359,80 0,00 9,98E-01 -0,39 2,48E-01 Cytosolic Fe-S cluster assembly factor NUBP2 homolog >XP_022831140.1 cytosolic Fe-S cluster assembly factor NUBP2 homolog [Spodoptera litura]

GSSPFG00020607001-RA 45,30 0,42 5,59E-01 -0,94 8,51E-02 Structural maintenance of chromosomes protein >XP_022837441.1 structural maintenance of chromosomes protein 4 [Spodoptera litura]

GSSPFG00019681001-RA 12,41 0,86 3,27E-01 0,80 3,24E-01 Mucin-5AC-like >XP_021194028.1 mucin-5AC-like isoform X1 [Helicoverpa armigera]

GSSPFG00035343001.3-RA 25589,80! 2,17 5,86E-02 10,89 1,84E-38 Gloverin 2 >XP_022837404.1 gloverin-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00019359001.4-RA 589,13 1,39 4,17E-01 9,61 1,56E-16 PGRP-S6 >XP_022832121.1 peptidoglycan-recognition protein LB-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00030457001.5-RA 741,58 0,50 8,26E-01 9,44 3,87E-14 Cecropin C >XP_022827532.1 cecropin [Spodoptera litura]

GSSPFG00035421001.3-RA 39201,22 2,41 4,64E-02 )2l 1,58E-25 Lebocin 2 >XP_022834102.1 lebocin-4-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00013852001-RA 39093,76 2,39 4,33€-02 9,26 4,10E-26 Lebocin 2 >XP_022834102.1 lebocin-4-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00030456001.4-RA 7955,00 1,08 5,31E-01 8,97 8,72E-18 Cecropin D >AKJ54504.1 cecropin C [Spodoptera exigua]

GSSPFG00032762001.5-RA 13219,79] 1,36 2,95E-01 8,87 6,92E-26 putative Attacin B2 >XP_022837464.1 attacin-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00017964001.4-RA 1779,56 2,84 1,45E-02 8,82 1,83E-20 PGRP-52 >XP_022825626.1 peptidoglycan recognition protein-like isoform X1 [Spodoptera litura]

GSSPFG00003522001.3-RA 40795,35| 0,67 7,25E-01 8,64 5,83E-17 Gloverin 3 >XP_022837648.1 gloverin-like isoform X3 [Spodoptera litura]

GSSPFG00006778001.3-RA 25698,26 1,76 1,17€-01 8,00 5,03E-24 Cecropin A >AKJ54503.1 cecropin B [Spodoptera exigua]

GSSPFG00035250001.3-RA 13024,92] 0,56 7,43€-01 7,83 1,02e-17 Gloverin 2 >XP_022837404.1 gloverin-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00024578001.4-RA 18830,78 -0,16 9,18E-01 7,77 1,13E-30 putative Attacin B1 >AKJ54492.1 attacin 2 [Spodoptera exigua]
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>AKJ54505.1 cecropin D [Spodoptera exigua]

Cecropin B1

>AKJ54505.1 cecropin D [Spodoptera exigua]

Unk3

Gallerimycin

>AAQ18896.1 gallerimycin [Spodoptera frugiperda]

Cecropin B2

>AKJ54505.1 cecropin D [Spodoptera exigua]

Reverse transcriptase (RNA-dependent DNA polymerase)

>XP_013201040.1 PREDICTED: RNA-directed DNA polymerase from mobile element jockey isoform X1 [Amyelois transitella]

Spaetzle ???

>XP_022825729.1 uncharacterized protein LOC111355862 isoform X1 [Spodoptera litura]

PGRP-56

>XP_022832121.1 peptidoglycan-recognition protein LB-like [Spodoptera litura]

Spod-x-tox

>AFC87713.1 Spod-11-tox b protein [Spodoptera frugiperda]

Moricin 10

>AAT38873.1 moricin [Spodoptera exigua]

Krueppel-like (TF)

>XP_022824898.1 Krueppel-like factor 6 [Spodoptera litura]

Hdd23-like protein

>AHA43054.1 Hdd23-like protein [Helicoverpa armigera]

Diapausin 2

>ABU96713.1 diapausin precursor [Spodoptera litura]

carboxypeptidase Al

>0WR51415.1 molting carboxypeptidase A [Danaus plexippus plexippus]

ral guanine nucleotide dissociation stimulator

>XP_022820461.1 ral guanine nucleotide dissociation stimulator isoform X1 [Spodoptera litura]

Metalloprotease inhibitor

>XP_022816604.1 inducible metalloproteinase inhibitor protein-like isoform X2 [Spodoptera litura]

Heat Shock Protein 20.4

>XP_022837101.1 protein lethal(2)essential for life-like [Spodoptera litura]

Hdd23-like protein

MG15 FB15
baseMean | log2FoldChange padj log2FoldChange
GSSPFG00030458001.5-RA 18144,89 1,97 2,57E-02 7,73 3,12E-32
GSSPFG00030460001.5-RA 15400,85 -0,15 9,29E-01 6,83 9,71E-20
GSSPFG00022682001-RA 36,14 3,39 7,95E-02 6,55 5,68E-07
GSSPFG00011908001.6-RA 4191,12 2,52 4,05E-02 6,24 3,86E-11
GSSPFG00030459001.3-RA 25608,12 -0,05 9,81E-01 5,97 1,09E-16
GSSPFG00012490001-RA 39,09 -0,08 9,71E-01 5,90 2,79E-09
GSSPFG00004750001-RA 2940,29 0,12 9,64E-01 5,73 1,42E-07
GSSPFG00006503001.4-RA 1432,31 1,25 2,63E-01 5,40 9,16E-13
GSSPF 74001.1-RA 14198,35 0,91 5,62E-01 5,35 2,57E-08
GSSPFG00024502001-RA 2426,58 0,46 7,04E-01 5,16 4,59E-15
GSSPFG00018652001.2-RA 24274,11 0,26 8,72E-01 5,01 1,75E-10
GSSPFG00016180001-RA 314,32 2,62 2,08E-01 4,91 1,07E-06
GSSPFG00016033001-RA 107,31 2,56 2,67E-01 4,86 2,06E-03
GSSPFG00035032001.3-RA 569,37 2,18 1,20€-01 4,09 2,67E-04
GSSPFG00021577001.3-RA 796,83, 3,24 3,06E-02 3,96 1,42E-03
GSSPFG00014115001-RA 190,21 1,30 5,05E-01 3,89 2,43E-03
GSSPFG00003589001-RA 8,83 0,17 9,58E-01 3,81 1,25E-05
GSSPFG00016568001-RA 99,39 2,10 5,86E-02 3,71 1,42E-04
GSSPFG00000405001.5-RA 117,97 -0,99 4,22E-01 Bi55] 4,26E-03
GSSPFG00035416001.3-RA 625,01 2,50 8,55E-02 3,50 3,41E-03
GSSPFG00002828001-RA 65,52 3,60 1,01E-02 3,50 6,64E-05

>AHA43054.1 Hdd23-like protein [Helicoverpa armigera]

>XP_022817093.1 PTB domain-containing adapter protein ced-6 isoform X2 [Spodoptera litura]
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GSSPFG00007670001-RA 1717,50 -1,12 1,85E-01 3,46 9,28E-09 Growth arrest and DNA damage-inducible protein GADDA45 alpha >XP_022837269.1 growth arrest and DNA damage-inducible protein GADDA4S5 alpha [Spodoptera litura]

GSSPFG00030010001-RA 135,75 0,04 9,82E-01 3,31 4,05E-04 Metalloprotease inhibitor >XP_022816592.1 inducible metalloproteinase inhibitor protein-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00025579001-RA 854,55, 2,39 5,99E-02 3,19 2,51E-03 Metalloprotease inhibitor >XP_022816594.1 inducible metalloproteinase inhibitor protein-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00027923001-RA 16,95 0,31 8,59E-01 3,09 1,10E-03 Endonuclease-reverse transcriptase >ADI61825.1 endonuclease-reverse transcriptase [Bombyx mori]

GSSPFG00033226001.1-RA 1218,25 1,45 3,33E-02 3,00 3,79E-09 Serine protease inhibitor >NP_001036857.1 serine protease inhibitor 12 [Bombyx mori]

GSSPFG00033855001-RA 401,12 1,71 5,17E-02 2,97 5,76E-06 Ced6-like >XP_022817093.1 PTB domain-containing adapter protein ced-6 isoform X2 [Spodoptera litura]

GSSPFG00024523001.1-RA 306,06 -0,07 9,71E-01 2,96 3,31E-04 Lipase >XP_022816521.1 pancreatic triacylglycerol lipase-like isoform X2 [Spodoptera litura]

GSSPFG00009013001-RA 562,36 1,60 1,52E-01 2,92 7,94E-04 Proline dehydrogenase >XP_022831783.1 proline dehydrogenase 1, mitochondrial [Spodoptera litura]

GSSPFG00006819001-RA 17,76 0,20 9,25E-01 2,91 4,10E-03 RNA-dependent DNA polymerase >ADI61825.1 endonuclease-reverse transcriptase [Bombyx mori]

GSSPFG00023708001.3-RA 732,73, 1,46 1,70€E-02 2,72 1,12E-08 Pelle >XP_022827677.1 serine/threonine-protein kinase pelle [Spodoptera litura]

GSSPFG00027637001-RA 1593,74 1,43 1,05E-01 2,52 2,77E-04 Metalloprotease inhibitor >XP_022816594.1 inducible metalloproteinase inhibitor protein-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00030016001-RA 1953,95 1,57 8,06E-02 2,40 9,56E-04 Metalloprotease inhibitor >XP_022816594.1 inducible metalloproteinase inhibitor protein-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00002693001-RA 839,94 0,35 6,57E-01 2,40 1,88E-07 /

GSSPFG00013394001.1-RA 311,29 -0,98 2,64E-01 2,40 3,35E-04 Metalloprotease inhibitor >XP_022816184.1 tissue inhibitor of metalloproteinase isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00003265001-RA 99,46 1,55 2,85E-01 2,36 8,54E-03 J domain-containing protein >XP_022814365.1 J domain-containing protein [Spodoptera litura]

GSSPFG00013437001-RA 4183,28] 1,57 1,27€-01 2,25 2,40E-03 Papilin >XP_022817382.1 [Spodoptera litura]

GSSPFG00005796001-RA 1404,65 1,62 8,53E-02 2,18 6,66E-03 HP7 (w/o CLIP domain) >XP_022837257.1 serine protease easter-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00035688001.2-RA 3569,89| -0,75 2,25E-01 2,03 3,00E-06 Pellino-like (Part 4) >XP_021196073.1 protein pellino isoform X1 [Helicoverpa armigera]

GSSPFG00021008001.3-RA 211,54 0,70 3,88E-01 2,02 3,33E-04 Pellino-like (Part 1) >KP192436.1 Protein pellino [Papilio xuthus]

GSSPFG00030992001-RA 135,38 0,93 1,09E-01 2,01 6,92E-05 Inositol phosphatase >XP_022820172.1 tumor protein p63-regulated gene 1-like protein isoform X1 [Spodoptera litura]

GSSPFG00028641001-RA 196,01 0,20 7,47E-01 1,96 2,56E-07 Graves disease carrier protein >XP_022823012.1 graves disease carrier protein homolog [Spodoptera litura]




MG15 FB15

baseMean | log2FoldChange padj log2FoldChange padj log2FoldChange padj Annotation Best BlastP
GSSPFG00022173001-RA 39,29 -0,72 3,76E-01 1,95 2,31E-03 NA /
GSSPFG00010458001-RA 48,30 0,99 1,35E-01 1,69 4,45E-05 TF GATA-4 >XP_022834873.1 uncharacterized protein LOC111362432 isoform X1 [Spodoptera litura]
GSSPFG00001965001-RA 76,96 0,23 7,11E-01 1,60 2,76E-04 PGRP-L3 >XP_022832999.1 peptidoglycan-recognition protein SB2-like isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00005173001-RA 248,37 -1,15 1,64E-02 1,47 6,03E-04 NA /
GSSPFG00029361001-RA 486,52 0,24 7,61E-01 1,46 1,09E-03 Arrestin >XP_022814527.1 arrestin domain-containing protein 5-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00005635001-RA 618,76 0,68 1,23€E-01 1,43 2,63E-05 Syntenin >XP_022819933.1 syntenin-1-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00035666001.2-RA 14146,73 0,36 6,52E-01 1,41 3,97E-03 Cactus >XP_022814345.1 NF-kappa-B inhibitor cactus [Spodoptera litura]
GSSPFG00023535001-RA 2282,57 0,75 2,00E-01 1,38 1,70E-03 >XP_022829845.1 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 isoform X1 [Spodoptera litura]
GSSPFG00005902001-RA 497,80 0,35 4,01E-01 1,36 1,04E-05 NA /
GSSPFG00025892001-RA 3566,22| -0,62 2,77€E-01 1,35 1,01E-03 NA >XP_022834008.1 transmembrane and coiled-coil domains protein 2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00020304001-RA 466,23 0,51 3,97E-01 1,21 6,18E-03 AN1-type zinc finger protein >XP_022823839.1 AN1-type zinc finger protein 2A [Spodoptera litura]
GSSPFG00031653001-RA 172,80 -0,10 8,95E-01 1,21 2,75E-03 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 9 >XP_022824891.1 tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 9-like isoform X2 [Spodoptera litura]
GSSPFG00030801001.1-RA 1243,39 0,51 9,28E-02 -0,70 4,06E-03 ELYS >XP_022829773.1 protein ELYS isoform X3 [Spodoptera litura]
GSSPFG00032367001-RA 506,35, -0,70 1,44€E-02 -0,78 2,29E-03 mitotic checkpoint serine/threonine-protein kinase BUB1 beta-like >XP_022825144.1 mitotic checkpoint serine/threonine-protein kinase BUB1 beta-like isoform X1 [Spodoptera litura]
GSSPFG00023094001-RA 142,79 -0,96 4,19E-02 -1,65 2,46E-05 Transmembrane protein 104 homolog >XP_022830839.1 transmembrane protein 104 homolog [Spodoptera litura]
GSSPFG00020036001-RA 202,84 -0,77 2,80E-01 -1,67 4,25E-03 Insulin receptor substrate 1 >XP_022116016.1 insulin receptor substrate 1 isoform X5 [Pieris rapae]
GSSPFG00017831001-RA 461,92 -0,40 4,76E-01 -1,86 9,31E-06 C-Maf-inducing protein-like >XP_022821363.1 C-Maf-inducing protein-like [Spodoptera litura]
GSSPFG00022683001-RA 10475,46 9,64 1,67E-08 14,00 4,10E-26 /
GSSPFG00026935001-RA 8676,18 9,53 2,85E-08 13,91 1,77€E-26 /
GSSPFG00026933001-RA 29668,27 7,84 1,35E-11 11,50 1,51E-34 /
GSSPFG00011909001.1-RA 7589,77| 3,34 8,45E-03 8,97 2,27E-13 Homologous to the highly conserved bacterial gene orf43 /




FB15

baseMean | log2FoldChange padj

GSSPFG00010791001-RA

Annotation

log2FoldChange padj

4876,22

GSSPFG00017106001-RA

Best BlastP

1398,43

GSSPFG00018651001.1-RA

1305,24

GSSPFG00032870001-RA

GSSPFG00032366001-RA

>PCG79527.1 hypothetical protein B5V51_227 [Heliothis virescens]

13631,07|

GSSPFG00009054001-RA

GSSPFG00005843001.1-RA

>XP_022826186.1 zonadhesin-like [Spodoptera litura]

325,67

GSSPFG00024503001-RA

1107,35

GSSPFG00022795001-RA

>XP_022814365.1 J domain-containing protein [Spodoptera litura]

214,88

GSSPFG00025416001-RA

868,98

GSSPFG00027962001-RA

>XP_022823732.1 adenylate cyclase type 8-like [Spodoptera litura]

406,47

GSSPFG00022042001-RA

269,25

GSSPFG00010374001-RA

>XP_022822823.1 uncharacterized protein LOC111353857 [Spodoptera litura]

Pellino-like

195,69

GSSPFG00034830001-RA

>KPJ18070.1 Protein pellino [Papilio machaon]

neuroglobin-like

103,19

GSSPFG00027450001.3-RA

>XP_022827113.1 neuroglobin-like [Spodoptera litura]

GTPase-activating protein CdGAPr

2514,54|

GSSPFG00007812001-RA

>XP_022823995.1 GTPase-activating protein CAGAPr [Spodoptera litura]

Hdd23-like protein

9716,15

GSSPFG00001145001.2-RA

>AHA43054.1 Hdd23-like protein [Helicoverpa armigera]

Easter-like (w/o clip domain)

10747,64

GSSPFG00014046001-RA

>XP_022837257.1 serine protease easter-like [Spodoptera litura]

146,91

GSSPFG00029703001.1-RA

>XP_022814345.1 NF-kappa-B inhibitor cactus [Spodoptera litura]

648,78

GSSPFG00031629001-RA

CCAAT/enhancer-binding protein gamma-like (TF)

366,69

GSSPFG00019727001.1-RA

>XP_022818278.1 CCAAT/enhancer-binding protein gamma-like [Spodoptera litura]

/ (TF)

595,50

log2FoldChange padj
6,96 5,49E-24
6,35 7,04E-09
5,51 1,31E-11
5,04 2,54E-07
4,61 1,79€-20
4,37 5,17E-05
4,12 1,14E-11
3,81 2,92E-08
3,73 5,53E-37
3,46 1,62E-25
3,41 2,74E-26
3,36 1,54E-12
3,30 2,69E-24
3,16 1,44E-09
3,08 2,33E-03
2,52 7,37E-06
2,49 1,83E-09
1,90 6,17E-09
L75 3,70E-04
1,61 2,32E-05
1,51 1,17E-10

>XP_022817465.1 uncharacterized protein LOC111350237 [Spodoptera litura]

Sorting nexin-12

>XP_022827944.1 sorting nexin-12 [Spodoptera litura]




MG15 FB15

baseMean | log2FoldChange padj log2FoldChange padj log2FoldChange padj Annotation Best BlastP

GSSPFG00023536001-RA 2817,80] -1,65 2,12E-03 1,34 4,72E-03

GSSPFG00022750001.3-RA 2872,25 -1,53 1,28E-08 1,02 3,66E-05 Putative Relish >AIA24468.1 relish 1a [Spodoptera litura]

GSSPFG00026247001-RA 775,33 -0,95 5,02E-04 0,93 1,18E-04 Zinc finger SWIM domain-containing protein 4-like >XP_022826715.1 zinc finger SWIM domain-containing protein 4-like [Spodoptera litura]

GSSPFG00026293001-RA 400,13, -0,76 3,21E-04 -1,38 2,87E-13 Nucleoporin NUP188 homolog >XP_022821782.1 nucleoporin NUP188 homolog [Spodoptera litura]

GSSPFG00020831001-RA 460,18, -1,62 2,27E-05 -1,86 1,38E-07 Phospholipid-transporting ATPase IA >XP_022829308.1 phospholipid-transporting ATPase IA [Spodoptera litura]

GSSPFG00003834001.1-RA 368,40 -3,15 5,41E-12 -2,09 7,66E-05 Sortilin-related receptor-like >XP_021201439.1 sortilin-related receptor isoform X4 [Helicoverpa armigera]




S2 Data: Script used for the analysis of differential expression in the fat body at 8 hpi

#Importing read counts

> CGO08.counts <- read.table("FB 08.counts.txt", header=T,

> head (CG08.counts)

row.names=1)

FBO8 PBS 1 FBO8 PBS 2 FB0O8 PBS 3 FBO8 NEP 1 FBO8 NEP 2 FB08 NEP 3
GSSPFG00034586001-RA 0 0 0 0 0 0
GSSPFG00034587001-RA 256 294 222 232 165 201
GSSPFG00034588001-RA 209 204 137 104 101 145
GSSPFG00034589001-RA 79 71 39 39 35 49
GSSPFG00034590001-RA 148 77 43 187 66 39
GSSPFG00034591001-RA 16 11 15 15 7 15
#Assigning metadata to each sample
> FBO8.meta <- read.table("FB 08 meta.txt", header=T, row.names=1)
> FB08.meta
Tissue Condition Time Platform
FB08 PBS 1 FatBody PBS 08H MGX
FB08 PBS 2 FatBody PBS 08H MGX
FBO8 PBS 3 FatBody PBS 08H MGX
FBO8 NEP 1 FatBody NEP 08H MGX
FBOS_NEP_Z FatBody NEP 08H MGX
FBOS_NEP_3 FatBody NEP 08H MGX
#Creating a DESeq? dataset object
> library (DESeqg2)
> dds.FB08 <- DESegDataSetFromMatrix (countData=CG08.counts,FB08.meta, design=~Condition)
>dds.FB08SCondition <- relevel (dds.FB08$Condition, ref = "PBS")
#Performing differential analysis expression
> dds.FB08 <- DESeqg(dds.FBO08)
> res.FB08 <- results (dds.FB08)
> res.FBO08
log2 fold change (MAP): Condition PBS vs NEP
Wald test p-value: Condition PBS vs NEP
DataFrame with 21779 rows and 6 columns
BaseMean log2FoldChange 1fcSE stat pvalue padj
<numeric> <numeric> <numeric> <numeric> <numeric> <numeric>
GSSPFG00034586001-RA 0.00000 NA NA NA NA NA



GSSPFG00034587001-RA
GSSPFG00034588001-RA
GSSPFG00034589001-RA
GSSPFG00034590001-RA

GSSPFG00017764001-RA
GSSPFG00002544001-RA
GSSPFG00002545001-RA
GSSPFG00002546001-RA
GSSPFG00002547001-RA

> sum(res.FB08Spadj < 0.01,

[1] 5
#Generating MA plots

> plotMA (res.FB08, ylim=c(-10,10))
> quartz.save ("MA FBO8.tiff", type="tiff", dpi=720)

> dev.off ()

226.12105
146.89507
50.82056
92.22889

0.1530537
8.1074389
83.5576439
3.0554269
0.1383452

na.rm=T)

(@]

O O O O O

.09167128
.16170379
.12751588
.48799757

.08952471
.12156989
.26476578
.18693003
.08952471

O O O O

O O O O o

.2563811
.3390730
.4220970
.5859347

. 7413174
. 7613174
.3550677
.8997145
.7413174

o

O O O O O

.3575587
.4768996
.3021009
.8328532

.1207644
.1596836
. 7456770
.2077659
.1207644

o O O o

O O O O O

.7206736
.6334336
. 7625752
.4049275

.9038777
.8731303
.4558626
.8354117
.9038777

o O O o

o O

.9999365
.9999365
.9999365
.9999365

NA

.9999365
.9999365
.9999365

NA



S3 Data: Script for global analysis of the NEP effect

> NEP.FULL.meta

FBO8 PBS 1
FBO8 PBS 2
FBO8 PBS 3
FBO8 NEP 1
FBO8 NEP 2
FBO8 NEP 3
FB15 PBS 1
FB15 PBS 2
FB15 PBS 3
FB15 NEP 1
FB15 NEP 2
FB15 NEP 3
HC15 PBS 1
HC15 PBS 2
HC15 PBS 3
HC15 NEP 1

HC15 NEP 2.
HC15 NEP 2.

HC15 NEP 3
MG08 PBS 1
MG08 PBS 2
MG08 PBS_3
MG08 NEP_ 1
MG08 NEP 2
MG08 NEP_3
MG15 PBS 1
MG15 PBS 3
MG15 NEP 1
MG15 NEP 2
MG15 NEP_3

> dds.FullNEP <- DESegDataSetFromMatrix (countData=Counts.allNEP,

Tissue
FatBody
FatBody
FatBody
FatBody
FatBody
FatBody
FatBody
FatBody
FatBody
FatBody
FatBody
FatBody

Hemocytes
Hemocytes
Hemocytes
Hemocytes
Hemocytes
Hemocytes
Hemocytes

MidGut

MidGut

MidGut

MidGut

MidGut

MidGut

MidGut

MidGut

MidGut

MidGut

MidGut

Condition Time

PBS
PBS
PBS
NEP
NEP
NEP
PBS
PBS
PBS
NEP
NEP
NEP
PBS
PBS
PBS
NEP
NEP
NEP
NEP
PBS
PBS
PBS
NEP
NEP
NEP
PBS
PBS
NEP
NEP
NEP

~Platform+Tissue+Time+Condition)

08H
08H
08H
08H
08H
08H
15H
15H
15H
15H
15H
15H
15H
15H
15H
15H
15H
15H
15H
08H
08H
08H
08H
08H
08H
15H
15H
15H
15H
15H

Platform
MGX
MGX
MGX
MGX
MGX
MGX

GATC
GATC
GATC
MGX
MGX
MGX
GATC
GATC
GATC
GATC
GATC
GATC
GATC
MGX
MGX
MGX
MGX
MGX
MGX
GATC
GATC
MGX
MGX
MGX

NEP.FULL.meta,



design (dds.FullNEP)

vV V V V

> res.NEP.LRT
log2 fold change
LRT p-value:

(MLE) :

test="LRT",

'~ Platform + Condition' wvs

DataFrame with 21779 rows and 6 columns
log2FoldChange
<numeric>

<- ~ Platform + Condition
dds.FullNEP <- DESeqg(dds.FullNEP)
dds.FullNEP <- DESeq (dds.FullNEP,
res.NEP.LRT <- results(dds.FullNEP)

Condition PBS vs NEP
'~ Platform'

NA

-0.63382359
-0.63090704
0.02851923
1.59117230

baseMean

<numeric>
GSSPFG00034586001-RA 0.00000
GSSPFG00034587001-RA 397.16106
GSSPFG00034588001-RA 239.01600
GSSPFG00034589001-RA 51.20187
GSSPFG00034590001-RA 215.78401
GSSPFG00017764001-RA 0.5151814
GSSPFG00002544001-RA 23.8805964
GSSPFG00002545001-RA  96.6551035
GSSPFG00002546001-RA 2.8121936
GSSPFG00002547001-RA 0.5012959

> summary (res.NEP.LRT.Siqg)
out of 271 with nonzero total read
adjusted p-value < 0.1

LFC > 0 (up) 22, 8.1%
LFC < 0 (down) 249, 92%
outliers [1] : 0, 0%

low counts [2] : 0, 0%

count

.2097926
.2642303
.3146891
.0511276
.6010805

O O OO

N O O ON

reduced=~Platform)

1fcSE
<numeric
NA
.2725597
.2599847
.4314123
.7122354

.2026076
.2908762
.2146926
.7431343
.3033557

N O O

stat

<numeric>

NA

.887725886
.633063087
.004343166
.202168787

O L DNOO

.0395469
.8449198
.2883293
.5893673
.4597224

O O OO

pvalue

<numeric>

NA

.02704829
.01762481
.94745529
.13781672

O O O O o

.8423691
.3579935
.1303502
.2074165
.4977537

padj

<numeric>

o O O o

o O

NA

.2803752
.2365014
.9798495
.4972546

NA

.6863636
.4876959
.5660697

NA



S4 Data: Heatmaps were generated using the heatmap.2 function of the gplots R package such as below that generated Fig 1D

> LRTGenes.normcounts <- read.table("LRT NEP genes normcounts",

> head (LRTGenes.normcounts)

FBOS PBS 1
GSSPFG00016231001-RA 128.32836
GSSPFG00032367001-RA 434.72475
GSSPFG00004566001-RA 425.77161
GSSPFG00021577001.3-RA 251.68275

GSSPFG00006115001.1-RA 44.76571
GSSPFG00017500001-RA 65.65637

FB15 NEP 1
GSSPFG00016231001-RA 418.8384
GSSPFG00032367001-RA 256.5578
GSSPFG00004566001-RA 2282.7466

GSSPFG00021577001.3-RA 5457.2635

GSSPFG00006115001.1-RA  129.8245
GSSPFG00017500001-RA 143.7342
HC15 NEP 2.2
GSSPFG00016231001-RA 796.4090
GSSPFG00032367001-RA 457.0192
GSSPFG00004566001-RA 7118.8299
GSSPFG00021577001.3-RA  3181.7795
GSSPFG00006115001.1-RA  717.9894
GSSPFG00017500001-RA 210.1903
MG15 PBS 3

GSSPFG00016231001-RA  334.154738
GSSPFG00032367001-RA  683.271629
GSSPFG00004566001-RA  1107.199282
GSSPFG00021577001.3-RA  1.870269
GSSPFG00006115001.1-RA  42.392765
GSSPFG00017500001-RA 28.677459

> library (gplots)

> heatmap.2 (as.matrix (LRTGenes.normcounts),
density.info="none",
c(3,6,9,12,15,19,22,25,27),
na.color="1lightgray")

keysize= 0.75, symkey=FALSE,
high="red"), scale="row",
trace="none", margins =

colsep =
c(7,7),

FBO8 PBS 2
199.96122
377.93718
386.31251
203.10197

42.92361
70.14346
FB15 NEP 2
266.2224
401.3204
731.1183
162.9122
123.1775
176.8194

HC15 NEP 3
593.33708
397.22708

5731.41923

1566.37651
317.11405

99.30677
MG15 NEP 1
291.7330
375.2607
1240.6329
492.5681
128.9767
137.5751

FB08 PBS 3 FB08 NEP 1
257.85743 154.97011
416.35695 422.32312
542.92000 348.97849

16.55965 36.67232
69.78710 36.67232
67.42144 36.67232
FB15 NEP 3 HC15 PBS 1
282.8820 600.61412
386.4371 639.86995
914.3152 1265.34610
202.0586 146.55508
103.5550 30.75040
191.9557 12.43101

MGO8 PBS 1 MG0O8 PBS 2
174.79963 269.15742
494.66119 425.11040
753.59675 716.43372

36.99079 30.08230
44.24389 42.74853
58.75008 58.58132

MG15 NEP 2 MG15 NEP 3
288.23084 250.52902
447.19451 322.35304

1187.86043 1113.27231

34.93707 111.15622

18.34196 33.34687

23.58252 34.20191
Rowv=T,

header=T,

FB08 NEP 2 FB08 NEP 3
258.37224 229.76859
434.06536 348.40728
492.62974 887.53751
48.22948 21.02458
24.11474 69.08075
115.40627 87.10182
HC15 PBS 2 HC15 PBS 3
201.39679 470.80267
685.26384 827.54095
1270.15100 1969.71587
137.05277 97.22266
30.24169 29.09025
12.22536 13.01406
MG0O8 PBS 3 MGO8 NEP 1
187.500895 209.51486
404.882411 430.78468
892.683545 752.31738
7.470155 24.20139
50.050040 44.94543
66.484381 52.55158

Colv=NA, dendrogram="none",
col=colorpanel (99,

low="skyblue",
sepcolor="black", labRow

row.names=1)

FB15 PBS 1
129.77399
589.39020
805.68018
156.81024
113.55224

37.85075
HC15 NEP 1
468.7684
468.7684
3454.7344
1734.4429
328.1379
107.9052

MG08 NEP 2
274.24550
354.78847
793.44814

15.97547
34.61351
27.95707

FB15 PBS 2
266.22693
640.86586

1114.31066

63.12597
104.29509
71.35980

HC15 NEP 2.1

698.9269
426.9121
6986.7507
3169.7281
702.7049
222.9010
MG08 NEP 3
221.835168
436.086228
813.395616
1.896027
31.284447
45.504650

FB15 PBS 3
251.08681
537.98631
840.00673
101.86723

64.86078
33.42518

MG15 PBS 1
241.27936
550.76849

3053.15104

33.59586
32.57780
28.50558

cexRow=0.1, key=FALSE,
mid="white",
= NULL,



S1 Fig

PC2: 12% variance
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Il. Analyse détaillée des réponses immunitaires a l'infection par le
CNB et identification de réponses partenaire-specifiques

L’étude de la dynamique temporelle des réponses immunitaires a I'infection par le CNB, ainsi
que des effets de chaque partenaire du complexe sur ces réponses ont fait I'objet de notre
second article « Partner-specific induction of Spodoptera frugiperda immune genes in
response to the entomopathogenic nematobacterial complex Steinernema carpocapsae-
Xenorhabdus nematophila ». Cet article a été accepté pour publication dans le journal
Developmental & Comparative Immunology le 11 mars 2020 et ses principaux éléments sont

résumés ci-dessous.

A. Approche expérimentale

L'analyse transcriptomique réalisée dans l'article 1 a permis d’obtenir un apercu topologique
de la réponse immunitaire de l'insecte a l'infection par le CNB, tout en limitant les nombres
de faux positifs au sein des listes de genes DE dans le corps gras et I'intestin moyen. Toutefois,
cette analyse tres stringente ne nous a permis d’identifier que les génes immunitaires
fortement surexprimés. Avant d’aborder les questions spécifiques au papier 2, nous avons
voulu produire une analyse plus inclusive des données de RNAseq, exclusivement focalisée sur
les genes de I'immunité. Cette analyse a été réalisée a I'aide des logiciels Kallisto et Sleuth,
sous la forme de comparaisons deux a deux pour chaque tissu et chaque temps. Pour détecter
un éventuel effet plateforme, nous avons vérifié manuellement si les profils d’expression des
genes immunitaires DE dans le corps gras et I'intestin moyen des larves contréles au temps 15
heures étaient similaires a ceux des larves controles au temps 8 heures. Tandis qu’aucun effet
de ce type n’a été détecté pour les genes immunitaires DE dans le corps gras a 15 heures, un
potentiel effet plateforme a été détecté pour la majorité des genes immunitaires identifiés
comme DE dans l'intestin moyen. Par ailleurs, I'analyse des réponses de I'intestin moyen et du
corps gras au temps 8 heures n’a révélé aucune information supplémentaire par rapport a
I'article 1. Nous avons donc débuté ce second article avec une analyse plus exhaustive des
réponses immunitaires induites dans les hémocytes et dans le corps gras a 15 heures. Pour
I'interprétation biologique des données, les genes DE ont cette fois-ci été regroupés par type

de réponse immunitaire et par fonction probable.
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A partir de cette analyse, nous avons effectué des sélections de genes représentatifs des
réponses immunitaires des deux tissus. Nous avons ensuite utilisé ces sélections pour
examiner, par RT-qPCR, I'évolution des réponses immunitaires de I'insecte au cours du temps
apres exposition au CNB. Une expérience préliminaire a permis de montrer que les premiéres
libérations de X. nematophila ont lieu entre 4 et 6 heures aprés mise en contact avec les
CNBs. Nous avons donc commencé la cinétique a 5 heures dans le but d’identifier les
premieres réponses induites par I'entrée du nématode dans I’hémoccele, et nous I'avons
poursuivie jusqu’a 20 heures, soit environ 9 heures avant les premiéres mortalités.

En second lieu, nous avons cherché a identifier les participations relatives de chaque
partenaire du CNB a l'induction des réponses immunitaires des deux tissus. Pour cela, nous
avons utilisé un protocole d’infection plus standardisé, par injections indépendantes du CNB,
de X. nematophila et du nématode axénique dans I'hémoccele de l'insecte. Notre objectif
était ici de limiter les effets parasites, tels qu’une entrée de microorganismes intestinaux dans
I’hémoccele, sur les réponses immunitaires de l'insecte. Apres avoir vérifié que les cinétiques
de mortalité et de croissance de X. nematophila étaient similaires aprés injection du CNB et
de la bactérie seule, nous avons mesuré par RT-qPCR les niveaux d’induction des genes
sélectionnés dans les trois conditions a 13 heures post-injection.

Dans l'article 1, nous avions identifié 2 clusters de génes inconnus, celui de UNKs et celui des
GBHs, dont plusieurs membres sont fortement surexprimés dans les 3 tissus a 15 heures.
Notre principale hypothése étant que ces genes participent a la réponse immunitaire au CNB,
nous les avons également considérés dans les analyses de ce second article. Nous avons tout
d’abord examiné les données de RNAseq correspondant a I'ensemble des génes de ces
clusters dans les hémocytes et le corps gras. Nous avons ensuite observé, comme
précédemment, leurs variations d’expression au cours du temps post-infection, ainsi que leurs

profils d’expression en réponse a chaque partenaire du CNB.

B. Principaux résultats

L’analyse des données de RNAseq a permis d’identifier un total de 132 génes immunitaires DE
dans les hémocytes et le corps gras a 15 heures, regroupés dans 4 catégories principales : les
réponses humorales antimicrobiennes, la mélanisation, les réponses cellulaires et « divers ».

Les genes surexprimés dans la catégorie réponses humorales antimicrobiennes avaient pour
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la plupart été identifiés dans l'article 1. Toutefois, la présente analyse a révélé I'induction de
guelques génes supplémentaires, incluant des genes codant des GNBPs et des membres des
voies Imd et Toll dans les deux tissus. Elle a également mis en évidence I'existence de
spécificités tissulaires, dont la plus notable est une induction hémocyte-spécifique de la
majorité des PAMs de la famille des Moricines. Plusieurs protéases a sérine a domaine CLIP et
Serpines ont aussi pu étre ajoutées a la catégorie mélanisation dans les deux tissus, avec de
plus une surexpression hémocyte-spécifique d’enzymes de syntheése de la mélanine. Dans la
catégorie réponses cellulaires, qui n’avait pas été identifiée précédemment, I'analyse a révélé
la surexpression de nombreux génes de reconnaissance et d’adhérence, tels que des
récepteurs Scavengers, une Intégrine, des Immunoglobulines ou encore des Tétraspanines
dans les hémocytes. Elle a également montré l'induction de genes impliqués dans la
coagulation, I'activation des hémocytes et la phagocytose. La catégorie « divers » était surtout
caractérisée par une surexpression d’IMPls, majoritairement surexprimés dans les hémocytes,
et de lectines, majoritairement surexprimés dans le corps gras. Enfin, cette analyse a permis
de mettre en évidence une sous-expression de quelques génes immunitaires, tels que des
cofacteurs de Relish ou encore des membres des voies JNK et du TGF-.

L'étude de la dynamique temporelle de ces différentes réponses a ensuite montré que
I’expression des génes de I'immunité est induite entre 0 et 10 heures aprés exposition au
CNB, et gu’elle reste ensuite stable jusqu’a 20 heures dans les deux tissus. Cette expérience
n’a révélé aucune chronologie particuliere dans I'induction des différentes catégories et sous-
catégories de génes immunitaires.

L'analyse des réponses induites apres injections indépendantes du CNB, de X. nematophila et
de S. carpocapsae a montré que les hémocytes et le corps gras répondent tous deux a la
présence du nématode et de la bactérie. Au sein des réponses des deux tissus, la bactérie est
la principale responsable de l'induction de genes classiquement impliqués dans les réponses
immunitaires contre les bactéries a Gram négative, tels que des membres de la voie Imd, des
PAMs des familles des Attacines, Cécropines et Glovérines, ou encore I'opsonine sécrétée
Hémoline. Les génes principalement surexprimés en réponse au nématode incluent quant a
eux des lectines, une protéase a sérine a domaine CLIP, une Tétraspanine probablement

impliquée dans I’encapsulation, ainsi que des membres de la voie Toll dans le corps gras.
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Les analyses réalisées sur les génes inconnus ont tout d’abord montré qu’alors que les UNKs
sont principalement exprimés dans le corps gras, les GBHs le sont principalement dans les
hémocytes. Dans ces tissus, I'analyse de leurs variations d’expression au cours du temps post-
exposition au CNB a montré que les UNKs et les GBHs sont surexprimés a partir de 5 ou 10
heures et que leurs niveaux d’induction restent ensuite trés stables jusqu’a 20 heures, comme
dans le cas des génes de I'immunité. L'analyse de leurs profils d’expression en réponse a
chaque membre du CNB a quant a elle révélé qu’alors que les UNKs sont spécifiqguement
induits en réponse au partenaire nématode, les GBHs sont principalement induits en réponse

au partenaire bactérien.

C. Conclusions

Cette étude a tout d’abord permis d’établir que l'infection par le CNB S. carpocapsae-X.
nematophila induit des réponses humorales et cellulaires variées, qui se maintiennent de
facon stable jusqu’a la fin du processus infectieux. Elle a également permis de montrer que les
hémocytes et le corps gras répondent de fagcon adaptée a la présence de chacun des deux
partenaires du complexe. Au sein des réponses au CNB, X. nematophila est en effet la
principale responsable de l'induction de membres de la voie Imd, ainsi que de PAMs et
d’opsonines classiquement impliqués dans les réponses aux bactéries a Gram négative. S.
carpocapsae induit quant a lui une surexpression de lectines, qui ont déja été impliquées dans
la reconnaissance de nématodes chez le modele Manduca sexta (Yu and Kanost, 2004), ainsi
que de génes impliqués dans la mélanisation et I’encapsulation, les deux réponses connues
pour étre produites face a ce type de pathogéne (Eleftherianos et al., 2017).

Du point de vue du CNB, nos résultats montrent que les stratégies immunosuppressives et
immunoévasives de X. nematophila et de S. carpocapsae n’ont pas d’impact global sur
I'induction transcriptionnelle des différentes composantes de I'immunité a des temps avancés
de l'infection. Toutefois, un éventuel lien entre la sous-expression de cofacteurs de Relish,
ainsi que de membres des voies JNK, Jak-Stat et du TGF-B et les stratégies
immunosuppressives du CNB reste a explorer.

Un autre résultat particulierement intéressant du point de vue de |'étude des bases
moléculaires des réponses immunitaires des insectes aux CNBs est l'induction partenaire-

spécifique des génes UNKs et GBHs. Ce résultat suggére que ces genes fortement surexprimés
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ont bien des fonctions spécifiques dans la réponse au CNB, ce qui ouvre la voie pour leurs

caractérisations fonctionnelles.

D. Article 2
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Abstract

The Steinernema carpocapsae-Xenorhabdus nematophila association is a nematobacterial complex used
in biological control of insect crop pests. The infection success of this dual pathogen strongly depends on
its interactions with the host’s immune system. Here, we used the lepidopteran pest Spodoptera
frugiperda to analyze the respective impact of each partner in the induction of its immune responses.
First, we used previously obtained RNAseq data to construct the immunome of S. frugiperda and analyze
its induction. We then selected representative genes to study by RT-qPCR their induction kinetics and
specificity after independent injections of each partner. We showed that both X. nematophila and S.
carpocapsae participate in the induction of stable immune responses to the complex. While X
nematophila mainly induces genes classically involved in antibacterial responses, S. carpocapsae induces
lectins and genes involved in melanization and encapsulation. We discuss putative relationships between

these differential inductions and the pathogen immunosuppressive strategies.

Keywords

Steinernema carpocapsae, Xenorhabdus nematophila, Spodoptera frugiperda, nematobacterial complex,

immunome, transcriptional response

Abbreviations'

1. Introduction

The Steinernema-Xenorhabdus nematobacterial complexes (NBCs) are natural symbiotic associations
between nematodes and enterobacteria that are pathogenic for insects. The soil-living nematodes infest
insects through the respiratory and/or the intestinal tract (Dowds and Peters, 2002) and reach the
hemocoel, the internal body cavity, where they release their intestinal symbionts. The bacteria then grow
extracellularly in the hemolymph, the insect equivalent of blood, and improve the nematodes’
pathogenicity as well as their ability to reproduce in the host dead body (Forst and Clarke, 2002). Until
now, about 90 species of Steinernema have been identified, among which several are usable as biological
control agents against diverse insect crop pests (Labaude and Griffin, 2018; Lacey et al., 2015). In
consequence, their interactions with insects have been extensively studied for about 50 years (Poinar and
Grewal, 2012). These studies have shown that in addition to ecological and morphological parameters

(Labaude and Griffin, 2018), the NBCs’ interactions with the host’s immune system is one of the most

1 NBC: nematobacterial complex; AMP: antimicrobial peptides; NBTA: Nutrient bromothymol blue agar;
PBS: phosphate buffered saline; CFU: Colony-forming unit; GNBP: Gram-negative binding protein;
PGRP: Peptidoglycan recognition protein; LLP: Lysozyme-like protein; PPAE: Prophenoloxidase-
activating enzyme; IMPI: Insect metalloproteinase inhibitor protein; TEP: Tiol-ester protein
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crucial factors influencing their ability to infest and kill a given insect (Li et al., 2007; Thurston et al.,
1994; Wang et al., 1994).

Insects possess an elaborate immune system, which is able to respond appropriately to diverse types of
pathogens and of infections. Firstly, this system involves protective external barriers such as the cuticle,
or the peritrophic matrix in the midgut (Kristensen and Chauvin, 2012; Lehane, 1997). It then relies on
local defenses of the surface epithelia, which repair efficiently (Ferrandon, 2013; Galko and Krasnow,
2004; Rowley and Ratcliffe, 1978) and produce toxic factors such as antimicrobial peptides (AMPs)
(Brey et al., 1993; Tingvall et al., 2001; Tzou et al., 2000; Wu et al., 2010) and reactive oxygen species
(Ha et al., 2009). The third line of defense of insects is provided by the hemocytes, which are the
circulating immune cells. They can produce diverse types of immune responses, including AMP
synthesis, phagocytosis, nodulation, encapsulation, coagulation and melanization (Strand, 2008).
Nodulation and encapsulation are cellular immune responses respectively consisting in the engulfment of
bacterial aggregates and of large invaders via hemocytes aggregation (Strand, 2008). Together with
coagulation, these responses are coupled with a melanization process consisting of series of phenolic
compounds oxidations resulting in synthesis of reactive molecules and melanin that participate in
pathogens trapping and killing (Jiravanichpaisal et al., 2006; Nappi and Christensen, 2005). Finally, the
fat body, a functional equivalent of the mammalian liver, produces potent systemic humoral immune
responses involving a massive secretion of AMP cocktails in the hemolymph. These responses can be
induced by two major signaling pathways of insect immunity; the Imd pathway, which is mainly
activated by Gram negative bacteria, and/or the Toll pathway, which is mainly activated by Gram positive
bacteria, fungal organisms and by proteases released by pathogens (Ferrandon et al., 2007; Issa et al.,
2018).

The Steinernema-Xenorhabdus NBC whose interactions with the immune system have been the most
extensively studied is the S. carpocapsae-X. nematophila association. These interactions have firstly been
studied from the NBC point of view, which allowed the identification of a multitude of immunoevasive
and immunosuppressive strategies. For instance, studies in Rhynchophorus ferrugineus and Galleria
mellonella have respectively shown that the cuticle of S. carpocapsae is not recognized by the host's
immune system (Binda-Rossetti et al., 2016; Mastore et al., 2015) and that the nematode secretes protease
inhibitors impairing the coagulation responses (Toubarro et al., 2013a; Toubarro et al., 2013b). Studies in
diverse insect models have also shown that both partners produce factors impairing melanization
(Balasubramanian et al., 2009; Balasubramanian et al., 2010; Crawford et al., 2012; Eom et al., 2014),
hemocyte's viability (Brivio et al., 2018; Kim et al., 2005; Ribeiro et al., 1999; Ribeiro et al., 2003;
Vigneux et al., 2007) and the production of cellular immune responses by several ways (Balasubramanian
et al., 2009; Balasubramanian et al., 2010; Eom et al., 2014; Park and Kim, 2000; Park and Stanley, 2006;
Toubarro et al., 2013b). Finally, both X. nematophila and S. carpocapsae secrete proteolytic factors
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degrading cecropin AMPs (Caldas et al., 2002; Gotz et al., 1981) and the bacterium has also been shown
to reduce more globally the hemolymph antimicrobial activity, as well as AMP transcription in
lepidopteran models (Binda-Rossetti et al., 2016; Caldas et al., 2002; Duvic et al., 2012; Ji and Kim,
2004).

On the other hand, the description of these interactions from the hosts’ points of view is at its beginning.
This aspect has mainly been studied in the Drosophila melanogaster model, with a first transcriptomic
analysis of the whole larva responses to infestations by entire NBCs and by axenic nematodes (Yadav et
al., 2017). This analysis has shown that several immune processes are induced by both pathogens at the
transcriptional level. For instance, the authors found in each case an overexpression of genes related to
the Imd and Toll pathways that was accompanied by the induction of a few AMP genes. They also found
an upregulation of genes related to melanization, coagulation, or involved in the regulation of cellular
immune responses (Yadav et al.,, 2017). Complementary gene knockout experiments in this model
demonstrated an involvement of the Imd pathway in the response against X. nematophila (Aymeric et al.,
2010) and revealed a possible involvement of the Imaginal Disc Growth Factor-2, the intestinal serine
protease Jonah 66Ci (Yadav and Eleftherianos, 2019) as well as TGF-p and JNK pathways members in
the regulation of anti-nematode immunity (Yadav and Eleftherianos, 2018; Yadav et al., 2018).

In order to improve our understanding of the dialogue that takes place between this NBC and its host, we
recently published a topologic transcriptomic analysis of the response of the lepidopteran model
Spodoptera frugiperda to the infestation (Huot et al., 2019). This analysis was focused on the three main
immunocompetent tissues that are confronted to the NBC, which are the midgut (the main entry site in
the hemocoel), the hemocytes and the fat body. The RNAseq experiment showed that there was no potent
or well-defined transcriptional response in the midgut. However, we observed dramatic transcriptional
responses in the fat body and the hemocytes at 15 h post-infestation, which is a middle time point of the
infection. In agreement with the results obtained in D. melanogaster whole larvae (Yadav et al., 2017),
global analysis of these responses showed they are dominated by immune processes. The objective of the
present study is to go further in the analysis of these induced immune responses. In order to describe them
with high accuracy, we first examine the expression variations of all the immune genes that have been
identified in the insect’s genome. We then use tissue RT-qPCR experiments to analyze the temporal
dynamics and the relative contribution of each NBC partner in the identified immune responses. Our
results show that a large number of immune genes are responsive in either one or the two tissues during
the infestation, with activation of antimicrobial and cellular immunities, of melanization, coagulation and
of metalloprotease inhibition. These responses were found to be stable over the time post-infestation and
to consist in combinations of X. nematophila-induced and S. carpocapsae-induced responses in each
tissue. The X. nematophila-induced responses mainly correspond to genes that are classically involved in

antibacterial immunity, whereas the S. carpocapsae-induced ones mainly include lectins and genes
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potentially involved in melanization and encapsulation. In addition, our RT-qPCR experiments show that
two previously identified candidate clusters of uncharacterized genes (Huot et al., 2019) also present
partner-specific induction profiles. Our hypothesis is that they may correspond to new types of anti-
nematode and antibacterial immune factors found in Spodoptera genus and lepidopteran species,

respectively.

2. Materials and Methods

2.1. Insect rearing

Corn-strain Spodoptera frugiperda (Lepidoptera : Noctuidae) were fed on corn-based artificial diet
(Poitout and Bues, 1970). They were reared at 23°C +/- 1°C with a photoperiod of 16 h/8 h (light/dark)
and a relative humidity of 40 % +/- 5 %. Galleria mellonella (Lepidoptera : Pyralidae) were reared on

honey and pollen at 28°C in dark.

2.2. Production and storage of nematobacterial complexes

Steinernema carpocapsae-Xenorhabdus nematophila complexes (strain SK27 isolated from Plougastel,
France) were renewed by infestation of one month-old Galleria mellonella larvae. They were collected on
White traps (White, 1927) and stored at 8°C in aerated Ringer sterile solution with 0.1 % formaldehyde.

The maximal time of storage was limited to 4 weeks to avoid pathogenicity losses.

2.3. Production of axenic nematodes

Gravid S. carpocapsae females were extracted from G. mellonella dead bodies at day 4 to 6 after
infestation by nematobacterial complexes (NBCs). After 5 washing steps in Ringer sterile solution, the
females were surface-sterilized by 20 min incubation in 0.48 % (wt/vol) sodium hypochlorite and 3 h
incubation in Ringer sterile solution supplemented with antibiotics (150 pg/mL polymyxin, 50 pg/mL
colistin, 50 pg/mL nalidixic acid). The eggs were extracted by female crushing with sterile glass pestles
and then washed by centrifugation (2 min, 16000 g) in Ringer sterile solution, disinfected by incubation
in 0.48 % sodium hypochlorite for 5 min, and washed again twice. After microscopic observation, the
intact eggs were placed on liver-agar (40 g/L Tryptycase Soja Agar [BioM¢érieux], 5 g/L Yeast Extract
[Difco], 100 g/L porc liver) plates supplemented with antibiotics (150 pg/mL polymyxin, 50 pg/mL
colistin and 50 pg/mL nalidixic acid). The plates were maintained inside a dark humid chamber for 1
month to allow nematodes development. The nematodes were then suspended in Ringer sterile solution
and infective juvenile stages (IJs) were sorted by pipetting under a microscope (Leica). The IJs were
rinsed twice by centrifugation (2 min, 3000 g) in 1 mL Ringer sterile solution and used within minutes for

experimental infection.
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Nematodes’ axenicity was verified by DNA extraction and PCR amplification. Nematodes were
suspended in 200 pL milliQ water supplemented with 200 pL glass beads (@ < 106 um) (Sigma). They
were ground for 2 x 40 sec at 4.5 ms speed with a FastPrep homogenizer (MP Biomedicals). The debris
were discarded by centrifugation (2 min, 16000 g) and 150 pL supernatant were mixed with 200 pL lysis
buffer (Quick extract kit, Epi-centre) for a second grinding. To ensure bacterial cell lysis, the samples
were incubated at room temperature for 48 h with 2 uLL Ready-Lyse Lysozyme solution at 30000 U/uL
(Epi-centre). Protein denaturation was then performed by 10 min incubation at 90°C, and RNA was
removed by 10 min incubation at 37°C with 20 pL RNase A (20 mg/mL) (Invitrogen). DNA was
extracted by successive addition of 500 puL. phenol-chloroform-isoamyl alcohol and 500 uL chloroform,
followed by centrifugations (10 min, 16000 g) and aqueous phase collections. DNA was precipitated with
500 pL 100% ethanol supplemented with 20 pL sodium acetate and by freezing at -80°C for 2 h. After
defrosting, DNA was concentrated by centrifugation (30 min, 16000 g) and the precipitates were washed
twice by centrifugation (15 min, 16000 g) in 500 pL 70% ethanol. DNA was finally suspended in 50 pL.
sterile milliQ water and left at room temperature for a few hours to ensure precipitate dissolution. After
DNA quantification with a Qubit fluorometer (Invitrogen), X. nematophila presence was assessed by PCR
amplification with Xenorhabdus-specitic primers (Xeno F: 5'-ATG GCG CCA ATA ACC GCA ACT A-
3’; Xeno R: 5'-TGG TTT CCA CTT TGG TAT TGA TGC C-3"), which target a region of the
XNC1 0073 gene encoding a putative TonB-dependent heme-receptor (Cambon et al., 2020). The
presence of other bacteria was assessed by 16S rRNA gene amplification with universal primers (Tailliez
et al., 2006). Thirty cycles of PCR were performed using Taq polymerase (Invitrogen) in a Biorad
thermocycler, with hybridization temperatures of 55°C and 50°C respectively. PCR products were then
analyzed by agarose gel electrophoresis with DNAs from X. nematophila, Pseudomonas protegens and S.

carpocapsae-X. nematophila complexes as controls (Supplementary Fig. 1).

2.4. Experimental infections

Experimental infestations with NBCs were carried out on individual 2" day 6' instar S. frugiperda larvae
according to Huot et al. (2019). Briefly, 12-well plates were coated with pieces of filter paper (Whatman)
and larvae were individually introduced in each well with a cube of artificial diet (Poitout and Buegs,
1970). For infestations, 150 +/- 20 NBCs in 150 pL Ringer sterile solution were poured in each well and
the plates were then maintained at 23°C. 150 pL Ringer sterile solution were used for control
experiments.

For intra-hemocoelic injection experiments, pathogens were injected in larvae’s abdomens after local
application of 70% ethanol with a paintbrush. Injections were performed using a syringe pump (Delta
labo) with 1 mL syringes (Terumo) and 25G needles (Terumo). The injected larvae were then kept in 12-

well plates at 23 °C with cubes of artificial diet (Poitout and Bues, 1970).
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X. nematophila suspensions were prepared as described in Sicard et al. (2004). Bacterial culture was
diluted in PBS and 20 pL containing 200 +/- 50 bacterial cells were injected in the hemocoel at a rate of
1.67 mL/min. 20 pL sterile PBS were used for control larvae. The purity and number of injected X.

nematophila were verified by plating 20 pL of the bacterial suspension on NBTA (Boemare et al., 1997).

For NBC and axenic nematode injections, 10 +/- 3 nematodes in 20 pL 70% Ringer and 30% glycerol
solution were injected at a rate of 2.23 mL/min. Syringes were frequently renewed in order to limit
nematodes concentration and sedimentation and the number of injected nematodes was verified by 10
simulations of injection in Petri dishes followed by nematode counting under a stereomicroscope (Zeiss).
Sterile 70% Ringer and 30% glycerol solutions were used for control larvae. To avoid accidental per os
infections, the injected larvae were then briefly washed in sterile PBS and dried on paper towel before

being placed in 12-well plates.

The pathogens efficacies were checked by monitoring the survival of 12 control and 12 infected larvae

for 72 h after infestation or after injection.
2.5. Production and storage of bacterial symbionts

X. nematophila strain F1 isolated from NBCs strain SK27 was conserved at -80°C. Within 3 weeks before
each experiment, they were grown for 48 h at 28°C on NBTA supplemented with erythromycin (15
pug/mL) to which the strain is resistant (Sicard et al., 2004). The colonies were then conserved at 15°C

and used for overnight culture at 28°C in 5 mL Luria-Bertani broth (LB) before experiments.
2.6. Caterpillar RNA extraction

RNAs were prepared as described in Huot et al. (2019). Briefly, nine larvae per technical replicate were
bled in anti-coagulant buffer (van Sambeek and Wiesner, 1999). Hemocytes were recovered by
centrifugation (1 min, 800 g) at 4°C and the pellet was immediately flash-frozen with liquid nitrogen. The
larvae were then dissected for fat body and midgut sampling and the tissues were flash-frozen in
eppendorf tubes with liquid nitrogen. After storage at -80°C for at least 24 h, 1 mL Trizol (Life
technologies) was added to the pooled tissues. The tissues were then ground by using a TissueLyzer
85210 Rotator (Qiagen) with one stainless steel bead (@ : 3 mm) at 30 Hz for 3 min. For optimal cell
lyses, ground tissues were left at room temperature for 5 min. To extract nucleic acids, 200 uL
chloroform (Interchim) were added and the preparations were left at room temperature for 2 min with
frequent vortex homogenization. After centrifugation (15 min, 15,000 g) at 4°C, the aqueous phases were
transferred in new tubes and 400 pL 70% ethanol were added. RNA purifications were immediately
performed with the RNeasy mini kit (Qiagen) and contaminant DNA was removed with the Turbo DNA-
free™ kit (Life Technologies).
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RNA yield and preparation purity were analyzed by measuring the ratios Ajgo/Azgo and Aje/Aszo with a
Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). RNA integrity was verified by agarose gel

electrophoresis and RNA preparations were conserved at - 80 °C.

2.7. RNAseq experiments

RNAseq raw data originate from Huot et al. (2019). In brief, during 3 independent experiments, 9 larvae
infested with 150 S. carpocapsae-X. nematophila complexes and 9 uninfected control larvae were bled
and dissected at time 15 hours post-contact with NBCs or Ringer sterile solution (see Materials and
Methods 2.4.). Total RNA from their hemocytes and fat bodies were extracted (see Materials and
Methods 2.6.) and the corresponding libraries were prepared by MGX GenomiX (IGF, Montpellier,
France) with the TruSeq Stranded mRNA sample preparation kit (Illumina). The libraries were then
validated on Fragment Analyzer with a Standard Sensitivity NGS kit (Advanced Analytical Technologies,
Inc) and quantified by qPCR with a Light Cycler 480 thermal cycler (Roche Molecular diagnostics).
cDNAs were then multiplexed by 6 and sequenced on 50 base pairs in a HiSeq 2500 system (Illumina)
with a single-end protocol. Image analysis and base calling were performed with the HiSeq Control and
the RTA software (Illumina). After demultiplexing, the sequences quality and the absence of contaminant
were checked with the FastQC and the FastQ Screen softwares. Data were then submitted to a Purity
Filter (Illumina) to remove overlapping clusters.

For each sample, the reads were pseudoaligned on the S. frugiperda reference transcriptome version
0GS2.2 (Gouin et al., 2017) using the Kallisto software (Bray et al., 2016). Differential expression
between infested and control conditions were then assessed for each time point and tissue with the Sleuth
software (Pimentel et al., 2017). Wald tests were used with a g-value (equivalent of the adjusted p-value)
threshold of 0.01 and a beta value (biased equivalent of the log2 fold change) threshold of 1. Only
transcripts with normalized counts over 5 in all three replicates of the infested and/or of the control
condition were considered as reliably differentially expressed.

Previously annotated immune transcripts (Gouin et al., 2017) were then checked for significant
expression changes and not annotated differentially expressed ones were researched with the Blast2GO
software by blastx on the NCBI nr and drosophila databases (Conesa et al., 2005). To avoid mistakes
related to genome fragmentation, the immune transcripts were gathered by unique gene after careful
examination of their sequences and of the available genomic data (Gouin et al., 2017). The induction

levels of the transcripts were then averaged by unique gene before graphical representation of the results.

2.8. RT-qPCR experiments

RT-qPCR experiments were performed with extracted total RNA (see Materials and Methods 2.6.) from
hemocytes and fat bodies of 9 larvae infested or infected by injection and of 9 uninfected control larvae

during 3 independent experiments.
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For each sample, cDNAs were synthesized from 1 pg of RNA with the SuperScript II Reverse
Transcriptase (Invitrogen), according to the manufacturer’s protocol.

The primers (Supplementary Table 1) were designed with the Primer3Web tool (Untergasser et al., 2012).
Their efficiency was estimated by using serial dilutions of pooled cDNA samples and their specificity
was verified with melting curves analyses. Amplification and melting curves were analyzed with the
LightCycler 480 software (Roche Molecular diagnostics).

RT-qPCRs were carried out in technical triplicate, with the LightCycler 480 SYBR Green I Master kit
(Roche). For each replicate and primer pair, 1.25 pL of sample containing 50 ng/uL of cDNA and 1.75
puL of Master mix containing 0.85 uM of primers were distributed in multiwell plates by an Echo 525
liquid handler (Labcyte). The amplification reactions were then performed in a LightCycler 480 thermal
cycler (Roche) with an enzyme activation step of 15 min at 95°C, and 45 cycles of denaturation at 95°C
for 5 sec, hybridization at 60°C for 10 sec and elongation at 72°C for 15 sec.

Crossing points were determined using the Second Derivative Maximum method with the LightCycler
480 software (Roche) and relative expression ratios between control and infected conditions were
manually calculated according to the method of Ganger et al. (2017). The ratios were normalized to the
RpL32 housekeeping gene relative levels and the EF1 gene was used as an internal control.

Statistical analyses of the data were all performed with the R software (R Core Team, 2017). Differential
expression significance between the control and infected conditions was assessed by paired one-tailed t-
tests on ACq values. Multiple comparisons of fold changes were assessed by one-way ANOVA on AACq
values followed by post hoc Tukey tests. P-values under 0.05 were considered as significant for all the
above tests. The gplots package was used to draw the heatmaps and the clusters were built from a

dissimilarity matrix based on Pearson correlation coefficients.

2.9. Quantification of nematodes in the midgut lumen

NBCs in the midgut lumen were quantified at several times after infestation by nematode counting in the
alimentary bolus. For 3 independent experiments, 3 infested larvae were dissected and the midguts’
alimentary bolus were extracted. Each alimentary bolus was then dissolved in 3 mL sterile PBS in a Petri

dish (0 : 35 mm) and motile nematodes were counted with a stereomicroscope (Leica).
2.10. Quantification of X. nematophila in the hemolymph

The concentration of X. nematophila strain F1 in the hemolymph was estimated by CFU counting on
selective medium. For 3 independent infestation or infection by injection experiments and 3 technical
replicates, hemolymph was collected by bleeding of 3 caterpillars in 200 pL PBS supplemented with
phenylthiourea (Sigma). The volumes of hemolymph were then estimated by pipetting and serial dilutions

of the samples were plated on NBTA with 15 pg/mL erythromycin. CFU were counted after 48 h
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incubation at 28°C and the counts were reported to the estimated hemolymph volumes in order to

calculate the bacterial concentrations. Hemolymph of naive larvae was also plated for control.

2.11.Insect survival kinetics

Survival kinetics were measured by 3 independent experiments on pools of 20 larvae infested with NBCs
or injected with NBCs, with axenic S. carpocapsae nematodes or with X. nematophila symbionts.

Survival was monitored from 0 to 72 hours after contact or injection.
2.12. Parasitic success measurement

Parasitic success was measured during 3 independent experiments on pools of 20 NBCs or axenic
nematodes-injected larvae. Dead larvae were individually placed on white traps (White, 1927)
approximately 2 days after their deaths. The emergence of nematodes was assessed at day 40 after
injection by observation of the collection liquid with a stereomicroscope (Leica). Parasitic success was

then calculated as the percentage of larvae with nematode emergence among the infected larvae.

3. Results & Discussion

3.1. Hemocytes’ and fat body’s immune responses

In order to get an accurate picture of the S. frugiperda transcriptional immune responses to the NBC
infestation, we first used a previously published list of immune genes identified by sequence homology in
the S. frugiperda genome (Gouin et al., 2017). We then used previously obtained RNAseq data (Huot et
al., 2019) to look at their expression variations in the fat body and in the hemocytes (Supplementary
Table 2A) and we completed the repertoire with additional putative immune genes that we directly
identified from lists of differentially expressed genes upon NBC infestation (Supplementary Table 2B).
In total, we present the annotation of 226 immune or putative immune genes of which 132 were
significantly modulated at 15 h post-infestation (hpi) (Sleuth, p-value < 0.01; |[Beta| > 1; all count values
> 5 in at least one condition) in one or both tissues (Fig. 1). Among them, 62 were involved in
antimicrobial responses (Fig. 1A), 18 were related to melanization (Fig. 1B), 23 were involved in cellular
responses (Fig. 1C) and the 29 remaining genes were grouped in a category called “diverse” due to

pleiotropic or poorly characterized functions (Fig. 1D).

3.1.1. Antimicrobial responses
In the antimicrobial response category, 58 genes were found to be upregulated in at least one of the two
tissues (Fig. 1A). The signaling genes encoded 3 and 8 members of the Imd and Toll pathways,
respectively, as well as 5 short catalytic peptidoglycan recognition proteins (PGRP-S), which are
probably involved in the regulation of these pathways by peptidoglycan degradation (Myllymaki et al.,

2014; Valanne et al., 2011) (Fig. 1A). Four other genes were considered as involved in recognition. They
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encoded Gram negative binding proteins (GNBPs), which have been reported to recognize
peptidoglycans or B-glucans and participate in the further activation of the Toll pathway (Ferrandon et al.,
2007) and/or of the melanization response (Nakhleh et al., 2017) (Fig. 1A). Finally, the effector genes
encoded 33 antimicrobial peptides (AMPs) belonging to all the S. frugiperda’s AMP families (Gouin et
al., 2017) plus 4 lysozymes and lysozyme-like proteins (LLPs) (Fig. 1A). Depending on their families and
on the insect species, AMPs can present varied activity spectra, ranging from antiviral or antibacterial
activities to anti-fungal and anti-parasitic ones (Y1 et al., 2014). Varied activity spectra have also been
found for several insects’ lysozymes and LLPs (Chen et al., 2018; Gandhe et al., 2007; Satyavathi et al.,
2018; Sowa-Jasilek et al., 2014; Yu et al., 2002). Interestingly, all of the categories and subcategories
cited above were represented in the two tissues, indicating that their antimicrobial responses are
diversified and that the factors responsible for their disappearance in the hemolymph (Binda-Rossetti et
al., 2016; Duvic et al., 2012) probably act at a post-transcriptional level. About a half of the genes
presented similar and significant induction profiles in the hemocytes and in the fat body. This is for
instance the case of the usually anti-Gram negative bacteria attacin, cecropin and gloverin AMPs (Yi et
al., 2014), which were all highly induced in the two tissues (Fig. 1A), suggesting they both respond to the
bacterial partner X. nematophila. On the other hand, all the induced GNBP, lysozyme and LLP genes
were found to be either significantly induced in the hemocytes or in the fat body, and in the AMP
category, tissue-specificities were observed for diapausin, defensin-like and most moricin genes (Fig.
1A).

Only 8 antimicrobial response genes were found to be significantly downregulated (Fig. 1A).
Interestingly, 4 were involved in the Imd pathway whereas the 4 remaining ones were dispersed between
the AMP, GNBP and lysozyme categories (Fig. 1A). The Imd pathway downregulated factors included
sickie and the akirin in the hemocytes and SMARCC2 and BAP60 in the fat body (Fig. 1A). In D.
melanogaster, Sickie participates in the activation of Relish, the transcription factor of the Imd pathway
(Foley and O'Farrell, 2004) and the akirin acts together with the Brahma chromatin-remodeling complex,
containing BAP60 and SMARCC?2, as cofactor of Relish to induce the expression of AMP genes (Bonnay
et al., 2014). Only few data can be found in current literature on the transcriptional regulation of these
factors (Bonnay et al., 2014; Cao et al. 2015; Chen et al., 2018). It is thus difficult to determine whether
the downregulations we observed correspond to a normal negative feedback of the humoral immune
response or to an immunosuppressive effect of the NBC. In a previous study on the Spodoptera exigua
model, Hwang et al. (2013) have shown injection of live X. nematophila induces lower transcriptional
inductions of several AMP genes than injection of dead bacteria (Hwang et al., 2013). It would be
interesting to determine, either in the S. exigua or in the S. frugiperda model, whether reduction of AMP
induction in response to live bacteria co-occurs with a downregulation of the Relish cofactors and

activators we identified in the present analysis.
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To summarize, the antimicrobial responses are potent and diversified in the two tissues, with a common
induction of genes that probably respond to X. nematophila. Yet unexplained tissue-specific responses
were observed and the results show a down-regulation of Imd pathway members that could be related to a
previously described transcriptional immunosuppressive effect of the NBC. However, since at 15hpi, the
full repertoire of S. frugiperda AMP is still expressed in response to naturally infesting NBC (Fig. 1A),
this effect might not be potent enough to suppress the humoral response at this time point, suggesting that
the NBC probably uses additional resistance and/or immunosuppressive strategies to survive the insect's

humoral immune response.

3.1.2. Melanization

In the melanization category, 16 genes were found to be upregulated in at least one of the two tissues
(Fig. 1B). These genes firstly encoded 6 serine proteases (Fig. 1B) that were considered as members of
the prophenoloxidase (proPO) system. The proPO system is an extracellular proteolytic cascade ending in
the maturation of the proPO zymogen into PO, which initiates the melanization process (Nakhleh et al.,
2017). Among the upregulated serine proteases, PPAE2 is the only one that is known to take part in
proPO processing whereas the other proteases were included in this category because of their
characteristic CLIP domains and of their low homology with the serine proteases acting upstream of the
Toll pathway in D. melanogaster (Veillard et al., 2016). The other upregulated genes in this category
included 3 serpins, which are known to regulate the proPO system in several model insects (Nakhleh et
al., 2017), 3 melanization enzymes, DDC, Yellow-like 1 and Punch-like (De Gregorio et al., 2001; Tang,
2009) as well as 4 genes, Reeler-1 and 3 Hdd23 homologs, that are involved in melanization and nodule
formation in other models (Bao et al., 2011; Qiao et al., 2014) (Fig. 1B). Despite of tissue-specific
induction patterns, serine proteases and serpins were found in the two tissues (Fig. 1B), suggesting that
both participate in the stimulation of the proPO system, which is consistent with results obtained in other
interaction models (Yuan et al., 2017; Zou et al., 2015; Zou et al., 2010). However, with the exception of
the DDC, all the melanization enzymes as well as the nodulation-related genes were specifically induced
in the hemocytes (Fig. 1B), which is consistent with the very localized nature of this immune response
(Tang, 2009) that is mainly mediated by hemocyte subtypes.

Finally, only 2 genes, PPAE1 and Yellow-like 2, were found to be significantly down-regulated in this
category (Fig. 1B). Both were specifically repressed in the hemocytes, which could be due to functional
interferences with their upregulated homologs (PPAE2 and Yellow-like 1) and/or to an expression in
specific hemocyte subtype(s) whose proportion in the total hemocyte population would influence the
observed log2 fold changes. There is also the possibility of an immunosuppressive effect of the NBC on
the expression of these genes.

In summary, our results suggest that both the hemocytes and the fat body participate in induction and

regulation of melanization in response to the NBC and no clear sign of immunosuppression at the
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transcriptional level is detected for this response. These results are in agreement with the previous
identification of diverse inhibitors of PO activity in both S. carpocapsae (Balasubramanian et al., 2009;
Balasubramanian et al., 2010) and X. nematophila (Crawford et al., 2012; Eom et al., 2014) that act at the

post-transcriptional level.

3.1.3. Cellular responses

In the hemocytes, 19 upregulated genes were placed in the cellular responses category (Fig. 1C). The
signaling ones encoded 3 homologs of the transcription factor Kriippel (Kr) (Fig. 1C). In D.
melanogaster, Kr and Kr homologs are involved in several developmental processes such as embryo
patterning (Schmucker et al., 1992), organogenesis (Fichelson et al., 2012; Harbecke and Janning, 1989;
Hoch and Jackle, 1998), and cell differentiation (Ivy et al., 2015). More specifically in the hemocytes, Kr
has been shown to take part in hemocytes’ differentiation and/or activation (Stofanko et al., 2008), a
crucial step for the induction of cellular immune responses. The recognition genes encoded 3 cellular
receptors of the Scavenger (SR) and Integrin families plus the hemolin, a secreted immunoglobulin-
containing protein (Fig. 1C). Both Scavenger receptors and integrins are known to act as membrane
receptors in phagocytosis of bacteria and apoptotic cells (Nazario-Toole and Wu, 2017). In addition,
integrins are involved in diverse processes, including cell motility and adhesion, and encapsulation (Levin
et al., 2005; Melcarne et al., 2019). The hemolin is known to act as an opsonin by increasing phagocytosis
and nodulation of bacteria in Manduca sexta (Eleftherianos et al., 2007). Among the effector genes, we
first identified 5 upregulated genes corresponding to conserved intracellular phagocytosis-related
proteins. They included Ced-6, the Rabenosyn-5 (Rbsn-5-like), a V-ATPase subunit (ATP6V0A2-like)
and 2 small GTPase Activating Proteins (Rabex-5-like, CdGAPr-like) (Nazario-Toole and Wu, 2017)
(Fig. 1C).We also found genes encoding membrane proteins, such as the immunoglobulin-containing
hemicentin (HMCN-like) (Barat-Houari et al., 2006) and 4 tetraspanin-like (Tsp-like) proteins (Hemler,
2008) (Fig. 1C), that could participate in cell-cell adhesion and cellular immune responses. Interestingly,
one of the upregulated tetraspanins (Tsp-like 3) presented 79.5% identity with the Manduca sexta
(Lepidoptera : Noctuidae) tetraspanin D76, which takes part in hemocytes aggregation during capsule
formation by trans-interacting with a specific integrin (Zhuang et al., 2007). Finally, 2 genes encoding
proteins similar to the D. melanogaster clotting factors GP150 (Korayem et al., 2004) and a
transglutaminase (Tg-like) (Lindgren et al., 2008) were also found upregulated (Fig. 1C). Only 2 genes
(Ced-6-like, Rbsn-5-like) of the cellular responses category were found to be upregulated in the fat body
(Fig. 1C) and both encoded intracellular proteins that are probably not related to immunity in this tissue.

All the 4 down-regulated putative cellular immunity-related genes were specifically modulated in the
hemocytes (Fig. 1C). They encoded 2 Rho GTPase Activating Proteins (RhoGAP-like), a scavenger
receptor similar to the D. melanogaster Croquemort receptor (SR-B3) and a homolog of the D.

melanogaster integrin o-PS1. In D. melanogaster, Croquemort has been shown to take part in
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phagocytosis of apoptotic cells and of the Gram positive bacterium Staphylococcus aureus but not of the
Gram negative bacterium Escherichia coli (Melcarne et al., 2019; Stuart et al., 2005). Integrin a-PS1 is a
ligand of the extracellular matrix protein laminin (Gotwals et al., 1994). It is involved in migration and
differentiation of several cell types during development (Delon and Brown, 2009; Roote and Zusman,
1996; Urbano et al., 2011) but does not seem to be required for any immune process. Their down-
regulations are thus probably due to their uselessness in the context of the response to the NBC.

Overall, the results suggest that all types of cellular responses are transcriptionally induced at 15 hpi,
including phagocytosis and nodulation, as well as encapsulation that would be adapted to the bacterial
partner or the nematode, respectively. In addition, the induction of coagulation responses is particularly
interesting, since many clotting factors participate in D. melanogaster resistance to infestation by another
type of NBC, the Heterorhabditis bacteriophora-Photorhabdus luminescens association (Arefin et al.,
2014; Hyrsl et al., 2011; Kucerova et al., 2016; Wang et al., 2010). Moreover, despite S. carpocapsae
does not pierce the insects’ cuticles as H. bacteriophora (Dowds and Peters, 2002), it has been shown to
express at least two secreted proteases with inhibitory activities towards the formation of clot fibers and
coagulation-associated pathogen trapping (Toubarro et al., 2013a; Toubarro et al., 2013b). Once again,
the induction of such immune responses is consistent with the previous identification of several virulence
factors of the NBC targeting cellular immunity (Balasubramanian et al., 2009; Balasubramanian et al.,
2010; Brivio et al., 2018; Eom et al., 2014; Kim et al., 2005; Park and Kim, 2000; Park and Stanley,
2006; Ribeiro et al., 1999; Ribeiro et al., 2003; Toubarro et al., 2013a; Vigneux et al., 2007).

3.1.4. Diverse immunity-related genes

A total of 29 modulated genes were involved in other diverse immune processes. They included 10 up- or
down-regulated signaling genes, 7 upregulated recognition genes, 8 upregulated effector genes and 5
upregulated genes of unknown functions that are known to be modulated after immune challenge (Fig.
1D).

The signaling genes firstly encoded 2 insulin-like growth factor (IGF-II-like) and 2 insulin receptor
substrate homologs (IRS1-like) (Fig. 1D). Insulin signaling is known to have a deleterious impact on the
induction of systemic immune responses in the fat body of D. melanogaster (Lee and Lee, 2018) whereas
insulin increases hemocyte proliferation in the hemolymph of mosquitoes (Castillo et al., 2011) as well as
in the hematopoietic organs of the lepidopteran model Bombyx mori (Nakahara et al., 2006). In agreement
with these assertions, we found that 2 of these genes were down-regulated in the fat body, but all 4 genes
were upregulated in the hemocytes (Fig. 1D). Two other signaling genes were found to be specifically
overexpressed in the hemocytes. The first one is a homolog of the Litopenaeus vannamei (Decapoda:
Penaeidae) leucine-rich repeat flightless-I-interacting protein 2 (LRRFIP2-like) (Fig. 1D), which has been
shown to upregulate AMP expression in L. vannemei as well as in D. melanogaster (Zhang et al., 2013).

On the other hand, 3 signaling genes were found to be strictly down-regulated (Fig. 1D). Interestingly,
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these genes included a member of the TGF- pathway (BAMBI-like) in the hemocytes and a member of
the JNK pathway in the fat body (Basket), two pleiotropic pathways that are currently suspected to take a
part in the D. melanogaster immune response to nematodes after NBC infestation (Eleftherianos et al.,
2016; Ozakman and Eleftherianos, 2019; Patrnogic et al., 2018; Yadav et al., 2018). The third down-
regulated gene was found in the fat body and encoded MASK, an inducer of the Jak/Stat pathway (Fisher
et al., 2018). In the fat body, the Jak-Stat pathway has mainly been shown to induce the expression of
cytokines (Pastor-Pareja et al., 2008) and of a putative opsonin belonging to the TEP family (Lagueux et
al., 2000). Remarkably, several TEP genes have been shown to participate in antibacterial immunity after
NBC infestation in D. melanogaster (Arefin et al., 2014; Shokal and Eleftherianos, 2017; Shokal et al.,
2017; Shokal et al., 2018). All of these down-regulations could thus impair the insect’s immune response
to the NBC. However, more detailed analyses of their functions and modulations would be required to
hypothesize immunosuppressive effects of the NBCs.

All 7 upregulated recognition genes encoded lectins (Fig. 1D). Five of them encoded C-type lectins
(CLECT), which are known to be involved in binding of diverse pathogens (Xia et al., 2018), including
bacteria and nematodes (Yu and Kanost, 2004). This binding can then stimulate several immune
responses, such as bacterial aggregation, melanization, phagocytosis, nodulation and encapsulation (Xia
et al., 2018). The 2 others encoded galectins, which are involved in diverse aspects of mammalian
immunity, including pathogens binding (Baum et al., 2014), and are considered as relevant candidate
immune proteins in insects (Pace and Baum, 2002). Despite a larger set of upregulated lectins was
identified in the fat body, members of these protein families were found upregulated in the two tissues.

In the hemocytes, the upregulated effector genes firstly encoded a homolog of the superoxide dismutase
(SOD-like), a conserved detoxifying enzyme involved in responses to reactive oxygen species (Wang et
al., 2018) (Fig. 1D). The 7 remaining genes encoded proteins with similarity to insect metalloproteinase
inhibitors (IMPI-like) (Fig. 1D), whose functions have only been studied in the lepidopteran model
Galleria mellonella. The only characterized IMPI encodes two proteins of which one is probably
involved in the regulation of extracellular matrix remodeling and the second specifically targets
metalloproteinases from pathogens (Wedde et al., 1998; Wedde et al., 2007). S. carpocasape and X.
nematophila both express several secreted serine proteases as well as metalloproteinases during the
infectious process (Caldas et al., 2002; Chang et al., 2019; Dillman et al., 2015; Hao et al., 2010; Jing et
al., 2010; Lu et al., 2017; Massaoud et al., 2011). The induction of such immune responses could interfere
with some of these proteinases to impair the NBC’s virulence and/or survival. Interestingly, all but one of
these IMPI homologs were found to be specifically upregulated in the hemocytes, a tissue-specificity that
had not been highlighted in previous reports (Griesch et al., 2000; Vertyporokh and Wojda, 2017).
Finally, the remaining genes of unknown function encoded Spod-x-tox, a protein without antimicrobial

activity which contains tandem repeats of defensin-like motifs (Destoumieux-Garzon et al., 2009), 3
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REPAT genes, which are known to be induced in the midgut after exposure to toxins, viruses and
intestinal microbiota perturbations in the close species S. exigua (Herrero et al., 2007; Navarro-Cerrillo et
al., 2012; Navarro-Cerrillo et al., 2013), and Hddl, which is induced in response to bacteria and
peptidoglycan in the lepidopteran models Hyphantria cunea and Bombyx mori (Shin et al., 1998; Zhang
et al., 2017) (Fig. 1D).

In summary, we found an important additional mobilization of several relevant candidate immune genes,
including mainly insulin signaling factors and IMPIs in the hemocytes and lectins in the fat body. In
addition, these results suggest that the candidate immune pathways TGF-, JNK and Jak/Stat could be
down-regulated. Such down-regulations are in disagreement with the results of Yadav and colleagues

(Yadav et al., 2017) in D. melanogaster and thus would require further investigation.
3.2. Temporal analysis of the induced immune responses

In order to put the S. frugiperda immune responses in relation with the infectious process, we then
described their temporal dynamics in each analyzed immunocompetent tissue. To this aim, we monitored
with RT-qPCR experiments the induction levels of selected representative immune genes from 5 hpi, the
mean time at which nematodes release X. nematophila in the hemocoel, to 20 hpi, which is about 9 hours
before the first insect deaths (Supplementary Fig. 2).

In the hemocytes, the selected genes included 15 genes of the antimicrobial response, 2 genes involved in
melanization, 5 cellular response genes, 2 lectins and one IMPI-like gene. At 5 hpi, only 2 genes,
encoding a lebocin antibacterial (Yi et al., 2014) AMP (Lebocin 2) and the negative regulator Pirk of the
Imd pathway (Kleino et al., 2008), were found to be significantly upregulated. However, most of the
selected genes that are strongly induced at later time points also presented positive log2 fold changes at
this time point (Fig. 2A). From 10 to 20 hpi, all selected genes but few exceptions (cecropin D, Tg-like
and Integrin [-like) due to biological variability were significantly upregulated at each time point (Fig.
2A). Clustering analyses based on Pearson coefficients however revealed 3 distinct clusters of
covariations. The first one contained 13 genes belonging to all the categories cited above and
corresponded to very stable induction patterns (Fig. 2A). The second one, which contained 8 genes
involved antimicrobial and cellular responses plus the selected C-type lectin (CLECT (ccBYV)),
corresponded to slightly increasing patterns (Fig. 2A). Finally, the third one, which contained the Relish
and Pelle members of the Imd and Toll pathways (Ferrandon et al., 2007), an integrin and the DDC
melanization enzyme (Huang et al., 2005) genes, corresponded to slightly decreasing patterns (Fig. 2A).
In the fat body, the selected genes included 15 genes of the antimicrobial response, 2 genes involved in
melanization, one galectin gene (Galectin 1) and an IMPI-like gene (IMPI-like 3). At 5 hpi, all 7 selected
AMPs, PGRP-S1 and Galectin I were found to be upregulated (Fig. 2B). All these genes were among the
most strongly overexpressed at later time points. Such as in the hemocytes, most of the selected genes

were then significantly upregulated from 10 to 20 hpi (Fig. 2B). In this tissue, the genes only subdivided
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into two main covariation clusters: a cluster of genes with stable induction patterns and a cluster of genes
with increasing induction patterns. The first cluster contained 10 genes of which 8 were involved in
antimicrobial responses, one encoded a melanization-related serine protease (Snake-like 2) and one
encoded the Galectin 1 (Fig. 2B). The second cluster contained 9 genes, of which 7 were involved in
antimicrobial responses, one encoded the DDC melanization enzyme (Huang et al., 2005) and the last one
encoded the IMPI-like 3 (Fig. 2B).

Altogether, the results obtained for the two tissues show that most of the transcriptional immune
responses induced at 15 hpi take place between 0 and 10 hpi, which is comparable to timings observed in
other interaction models (Boutros et al., 2002; Erler et al., 2011; Lemaitre et al., 1997). The results also
indicate that these responses are globally stable across the time post-infestation despite some distinct gene
induction patterns in each category of response. Interestingly, while we were hoping to discriminate
between an early response, probably activated by the nematode presence, and a later response, probably
reacting to bacterial growth, we did not find any clear link between the gene inductions’ dynamics and

the different immune processes and pathways that were represented in our selection.
3.3. Evaluation of each NBC partner’s part in the induced immune responses

In order to identify each NBC partner’s relative participation in the fat body’s and hemocytes’ immune
responses, we used RT-qPCR to compare the induction levels of the selected immune genes after
independent infections by the whole NBC, the axenic nematode or the bacterial symbiont. To this aim, we
decided to use a more standardized protocol of direct injection of the pathogens into the hemocoel,
thereby limiting putative side effects such as early hemocoel colonization by intestinal microorganisms.
Importantly, we previously compared the kinetics of X. nematophila growth and of S. frugiperda survival
after injection of the entire NBC and of 200 X. nematophila (Supplementary Fig. 3A,B). This comparison
showed that both kinetics are very similar and thus that any difference of induction level between the 2
conditions would not reflect differences in bacterial load or physiological state. However, the putative
impact of axenization on the nematode’s physiology could not be assessed by the same way due to
technical limitations and to its avirulence in absence of its bacterial symbiont (Supplementary Fig. 3B,C).
In the hemocytes, 14 genes presented higher induction levels in response to X. nematophila than in
response to the axenic nematode (Fig. 3). In the antimicrobial category, they included the negative
regulator Pirk of the Imd pathway (Kleino et al., 2008), all the selected attacin, cecropin, gloverin,
lebocin and gallerimycin AMP genes, the 2 selected PGRP-S genes, and also probably the Imd pathway
transcription factor Relish despite non-significant statistics (Ferrandon et al., 2007) (Fig. 3A). As
indicated above, the Imd pathway, as well as the attacin, cecropin and gloverin AMP families, are known
to take part in anti-Gram negative bacteria immune responses (Ferrandon, 2013; Yi et al., 2014). Their
induction patterns thus indicate that the antimicrobial X. nematophila-induced responses are well adapted

to the nature of the pathogen. Moreover, these results are in agreement with the study of Aymeric et al.
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(2010) showing that the Imd pathway functions in the D. melanogaster immune response to X.
nematophila. In the other categories, the X. nematophila-induced genes encoded the DDC melanization
enzyme (Huang et al., 2005), the hemolin antibacterial opsonin (Eleftherianos et al., 2007), the IMPI-like
3, and also probably the selected integrin (Integrin B-like) (Fig. 3B-D). Once again, all of these genes are
susceptible to play a part in an immune response to a pathogenic bacterium even though most of them
could act on diverse types of invaders. Surprisingly, we found that X. nematophila strongly over-induces
the transglutaminase (Tg-like) putative clotting factor gene (Lindgren et al., 2008) (Fig. 3C). This result
could suggest that the bacterium is actually the main responsible for tissue damages at this time point
and/or that Tg-like expression is induced in response to bacteria. Importantly, this result is in agreement
with the study of Yadav and colleagues (Yadav et al., 2017), who showed that the D. melanogaster
Fondue clotting factor was induced after infestation by the NBC but not after infestation by axenic
nematodes. Remarkably, most of the genes that were mostly induced by X. nematophila presented higher
induction values in response to the bacterium alone than in response to the whole NBC. However, this
observation cannot be directly interpreted as an antagonistic effect of the nematode partner since it could
be due to changes in the relative proportions of each hemocyte subtype, which would not necessarily
reflect absolute variations in their numbers. In addition, the nematode partner specifically induced the
overexpression of the selected C-type lectin (CLECT (ccBV)) and was probably the main inducer of the
Galectin 1, the tetraspanin D76 homolog (7sp-like 3) and the selected diapausin AMP (Diapausin 5) (Fig.
3A,C,D). As mentioned before, the M. sexta tetraspanin D76 is known to take part in encapsulation
(Zhuang et al., 2007) and some lectins can bind nematodes and participate in melanization (Yu and
Kanost, 2004) as well as in all types of cellular immune responses. Once again, their induction patterns
are consistent with the nature of the pathogen, since both types of molecules could be involved in
classical anti-nematode immune responses, such as cellular or melanotic encapsulation (Eleftherianos et
al., 2017). Finally, 5 genes, encoding the Toll pathway members Pelle and Cactus (Ferrandon et al.,
2007), the selected moricin AMP (Moricin 2), the melanization-related PPAE2 and the Kriippel-like
transcription factor (Kr-like factor 1), were similarly induced by each of the three pathogens (Fig. 3A-C),
suggesting that these responses are induced by the 2 partners without any additive effect.

In the fat body, statistical analysis of the results firstly revealed that the induction levels of Pirk as well as
of the selected cecropin and gloverin AMP genes were significantly lower in response to the axenic
nematode than in response to the NBC and to X. nematophila (Fig. 4A), suggesting the bacterial partner is
the main responsible for their inductions. In addition, despite non-significant statistics, the results for the
selected attacin AMPs, PGRP-S6 and GNBP3 genes showed similar induction patterns (Fig. 4A). As for
the hemocytes, the induction patterns of Pirk and of the attacin, cecropin and gloverin AMP genes
suggest that the fat body’s antimicrobial response to X. nematophila is well adapted to the type of

pathogen that is met. On the contrary, the induction levels of the melanization-related serine protease
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(Snake-like 2) was significantly lower in response to X. nematophila than in response to the NBC and to
the axenic nematode (Fig. 4B), suggesting that the nematode partner is the main responsible for its
induction. Similar induction patterns were obtained for the Toll pathway members 7ol/ and Cactus
(Ferrandon et al., 2007) as well as for Galectin I (Fig. 4A,C). As mentioned for the hemocytes, the
induction of lectins and melanization-related genes in response to the nematode is consistent with the
nature of the pathogen since both could participate in classical anti-nematode immune responses
(Eleftherianos et al., 2017). The induction of Toll pathway members is more difficult to relate with
known anti-nematode immune responses and Yadav et al. (2018) found that the inactivation of this
pathway does not impact the D. melanogaster survival to infestation by the whole NBC or by axenic S.
carpocapsae. However, the involvement of this immune pathway in anti-nematode immune responses
may depend on the downstream effectors and thus be variable between insect species. Finally, the other
genes did not show any clear difference of induction level after injection of the 3 pathogens, except for
the gallerimycin AMP, PGRP-S1 and the DDC melanization enzyme genes, which presented a lower
induction when each NBC partner was injected alone (Fig. 4A,B). These results suggest synergistic
effects of the nematode and of the bacterium on the induction of these genes.

In summary, we found in the 2 tissues that most of the selected genes presented partner-specific induction
patterns, suggesting that the immune response to the NBC corresponds to combinations of responses
induced by each partner. The detailed analysis of these genes indicates that X. nematophila is the main
inducer of most of the selected genes, and especially of the well-known antibacterial ones. On the other
hand, S. carpocapsae is the main inducer of some melanization and encapsulation-related genes and of
the selected lectins, which could all take part in classical anti-nematode immune responses. The results
thus globally suggest that the hemocytes and the fat body both respond appropriately to each NBC partner
despite some yet unexplained results, such as an induction of Toll pathway members in the fat body by

the nematode partner.
3.4. Expression patterns of two new clusters of candidate immune genes

During our first analysis of the RNAseq data, we identified 2 new clusters of candidate immune genes
(Huot et al., 2019). The first one, named the Unknown (Unk) cluster, was localized close to Tamozhennic,
a gene encoding a nuclear porin involved in the nucleation of Dorsal, the transcription factor of the Toll
pathway (Minakhina et al., 2003). It contained 5 genes predicted to encode secreted peptides and short
proteins that were all highly overexpressed in the midgut, fat body and hemocytes at 15 hpi and of which
4 were the unique mobilized genes at 8 hpi in the fat body. The second cluster, named the Genes with
Bacterial Homology (GBH) cluster, contained 3 genes located inside a defensin-like AMP genes cluster
in the S. frugiperda genome. The 3 genes were predicted to encode secreted proteins similar to each other
and one of them was also found highly induced at 15 hpi in the 3 tissues. The particularity of these genes

is that homologs are found only in lepidopteran species as well as, intriguingly, in Gram positive bacteria.
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Here, we reexamined the expression patterns of the Unk and GBH genes and found that the 5 Unk genes
were mainly expressed in the fat body whereas 2 of the 3 GBH genes were mainly expressed and induced
in the hemocytes (Supplementary Table 3).

In order to learn more about their putative functions, we decided to analyze, as we did for the known
immune genes, their induction patterns across the time post-infestation and in response to each NBC
partner in the corresponding tissues. In both cases, we found that the induction dynamics of the genes
were very similar to those of immune genes, with an upregulation that becomes significant at 5 or 10 hpi
and with globally stable induction patterns from 10 to 20 hpi (Fig. 5A,B).

In the case of the GBH cluster, the results that we got for the 2 NBC-responsive genes (GBHI and GBH3)
in the hemocytes indicate that they are significantly less induced after axenic nematode injection than
after NBC and X. nematophila injections, suggesting that the bacterium is the main responsible for their
up-regulation (Fig. 5C). We could hypothesize an acquisition by horizontal gene transfer from bacteria of
the GBH genes. In this case, their putative involvement in the antibacterial immune response would be
particularly interesting, since bacterial genes hijacking for immune purpose has only been reported once
in metazoans, in the tick Ixodes scapularis (Chou et al., 2015). Such a hypothesis however requires
functional confirmation.

In the case of the Unk cluster, we found that the 4 most induced genes in the fat body (Unk2 to 5) are all
strongly and similarly induced by the NBC and by the axenic nematode whereas they are not induced by
X. nematophila (Fig. 5D). The results are very similar for the least expressed Unk gene (Unkl), for which
we only found a significant induction for the injection of axenic nematodes (Fig. 5D). This partner-
specific induction pattern suggests that the Unk genes are involved in specific aspects of the insect
responses to the infestation. In addition, the putative involvement of the Unk genes in the response to the
nematode partner seems to be in agreement with their early mobilization during the infectious process and
with their overexpression in the midgut (Huot et al., 2019), which is the entry site of the nematode. In our
previous study, we had hypothesized the Unk genes may encode new types of immune effectors (Huot et
al., 2019). However, given their low levels of conservation in species as close as S. litura or S. littoralis
(Supplementary Fig. 4) another hypothesis would be that they correspond to regulatory long non-coding
RNAs (Johnsson et al., 2014; Qu and Adelson, 2012). In both cases, the further functional
characterization of these genes could be very promising given our current lack of knowledge of the

immune pathways and molecular effectors of insect anti-nematode immunity.

4. Conclusion

Here, we provide a very deep and contextualized analysis of the S. frugiperda’s hemocytes’ and fat
body’s transcriptional immune responses to infestation by the S. carpocapsae-X. nematophila NBC. Our

topologic analysis of these responses at 15 hpi firstly confirmed the induction of very potent and
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diversified immune responses towards the pathogen, such as suggested by our previous analysis of the
transcriptomic data (Huot et al., 2019) as well as by the study of Yadav et al. (2017) in the D.
melanogaster model. The present work now shows that these responses are very stable across the post-
infestation time and that they correspond to combinations of X. nematophila- and S. carpocapsae-induced
responses that seem to be well adapted to the nature of each partner (Figure 6).

Together with results obtained in other insect models, the pieces of information collected during these
analyses are of great interest for the study of the dialogue that takes place between each NBC partner and
S. frugiperda's immune systems. First, our results strongly suggest that the NBC immunosuppressive
strategies globally have a low impact on the induction of immune responses at the transcriptional level in
S. frugiperda. They also indicate that the nematode and/or its effects on the host are detected by the
insect’s immune system that in return seems to induce appropriate immune responses towards the
pathogen. Such observations could help to determine the limits and/or universality of previously
described immunosuppressive and immunoevasive strategies of the NBC that have been described in
other models. For example, they suggest that the suppressive effect of X. nematophila on the expression
of AMP genes (Hwang et al., 2013; Ji and Kim, 2004; Park et al., 2007) as well as the camouflage
strategy of S. carpocapsae (Binda-Rossetti et al., 2016; Mastore et al., 2015) are probably far from
sufficient to explain their success towards the S. frugiperda’s immune system, which could also be true
for other insect species. On the other hand, we found several unexplained down-regulations of signaling
genes, such as of members of the Imd, JNK, TGF-f and Jak-Stat pathways, that had never been reported
before and which could open new working trails for the study of the molecular basis of the NBC’s
immunosuppressive strategies. Finally, this study allowed the identification of very large panels of
candidate immune genes involved in all the main components of insect immunity as well as of some yet
uncharacterized genes that could encode new immune factors involved in the response to NBCs, such as
the GBH and the Unk genes, which are respectively specific to lepidopterans and to some noctuid species
(Huot et al., 2019).

Continuing this work with more functional and mechanistic approaches is now required to get an accurate
picture of the molecular dialogue between the NBC and the immune system. In the longer term, using
such detailed and contextualized approaches on diverse insect species could help to identify the precise
causes of immune systems’ failure or success towards this NBC and thus the conditions that are required

for an adequate use of this pathogen against insect pests.
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Figure Legends

Fig 1. Expression variations of the differentially expressed immune genes after infestation by the
nematobacterial complex. Heatmaps showing the expression variations of the differentially expressed
immune genes in the hemocytes and in the fat body at a middle time point of 15 h post-infestation.
RNAseq raw data were retrieved from the study of Huot et al. (2019) in which three independent
experiments were performed with N=9 larvae exposed to 150 NBCs or to a Ringer sterile solution in each
sample. Differential expression between the infested and the control conditions was analyzed with the
Sleuth software (following pseudoalignment with the Kallisto software) using statistical thresholds of
0.01 for g-value (equivalent of adjusted p-value), -1 and +1 for Beta value (biased equivalent of log2 fold
change) and 5 for pseudocount means. The immune genes were identified by homology and classified as
(A) antimicrobial immunity-related, (B) melanization-related, (C) cellular immunity-related and (D)
diverse immune responses. Black dots indicate genes with statistically non-significant variations to the

controls in the corresponding tissue; HC : Hemocytes, FB : Fat body.

Fig 2. Temporal dynamics of the identified immune responses after infestation by the nematobacterial
complex. Heatmaps showing the temporal evolution of the induction levels of representative immune
genes in the hemocytes (A) and in the fat body (B) after infestation by the NBC. Three independent
experiments were performed with N=9 larvae exposed to 150 NBCs and N=9 larvae exposed to Ringer
sterile solution. RT-qPCR experiments were performed in triplicate and the RpL32 housekeeping gene
was used as reference for relative quantifications. Differential expression between the infested and the
control conditions was assessed according to the method of Ganger et al. (2017) and with Student t tests
on ACq. Black dots indicate genes with statistically non-significant variations to the controls in the
corresponding tissue (p-value > 0.05). The dendrograms represent clustering analyses based on Pearson

correlation coefficients.

Fig 3. Relative participations of S. carpocapsae and X. nematophila in the hemocytes’ immune responses.
Histograms showing the induction levels (+/- SEM) of representative immune genes in the hemocytes at
13 h after independent injections of either whole NBCs, axenic nematodes or bacterial symbionts. Three
independent experiments were performed with N=9 control larvae and N=9 larvae injected with 10 NBCs
(NBC), 10 axenic S. carpocapsae (S.c.) or 200 X. nematophila (X.n.). For NBC and axenic nematode
injections control larvae were injected with 70 % Ringer - 30 % glycerol sterile solutions whereas they
were injected with sterile PBS for bacterial injections. RT-qPCR experiments were performed in triplicate
and the RpL32 housekeeping gene was used as reference for relative quantifications. Differential
expression values between the infected and the corresponding control conditions were calculated
according to the method of Ganger et al. (2017) and statistical differences between the three types of
infection were assessed by one-way ANOVA and Tukey tests on AACq. Letters indicate the statistical
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groups resulting from the Tukey tests (p-value > 0.05). The genes were then gathered by type of immune
response with (A) antimicrobial immunity-related, (B) melanization-related, (C) cellular immunity-

related and (D) diverse immune responses.

Fig 4. Relative participations of S. carpocapsae and X. nematophila in the fat body’s immune responses.
Histograms showing the induction levels (+/- SEM) of representative immune genes in the fat body at 13
h after independent injections of either whole NBCs, axenic nematodes or bacterial symbionts. Three
independent experiments were performed with N=9 control larvae and N=9 larvae injected with 10 NBCs
(NBC), 10 axenic S. carpocapsae (S.c.) or 200 X. nematophila (X.n.). For NBC and axenic nematode
injections control larvae were injected with 70 % Ringer - 30 % glycerol sterile solutions whereas they
were injected with sterile PBS for bacterial injections. RT-qPCR experiments were performed in triplicate
and the RpL32 housekeeping gene was used as reference for relative quantifications. Differential
expression values between the infected and the corresponding control conditions were calculated
according to the method of Ganger et al. (2017) and statistical differences between the three types of
infection were assessed by one-way ANOVA and Tukey tests on AACq. Letters indicate the statistical
groups resulting from the Tukey tests (p-value > 0.05). The genes were then gathered by type of immune
response with (A) antimicrobial immunity-related, (B) melanization-related and (C) diverse immune

responses.

Fig 5. Transcriptional induction patterns of putative new immune genes. (A, C) Histograms showing the
induction levels (+/- SEM) of 2 GBH genes in the hemocytes (A) and of the 5 Unk genes in the fat body
(C) at several times after infestation by the NBC. Three independent experiments were performed with
N=9 larvae exposed to 150 NBCs and N=9 larvae exposed to Ringer sterile solution. RT-qPCR
experiments were performed in triplicate and the RpL32 housekeeping gene was used as reference for
relative quantifications. Differential expression between the infested and the control conditions was
assessed according to the method of Ganger et al. (2017) and with Student t tests on ACq. Black dots
indicate genes with statistically non-significant variations to the controls (p-value > 0.05). (B, D)
Histograms showing the induction levels (+/-SEM) of 2 GBH genes in the hemocytes (B) and of the 5
Unk genes in the fat body (D) at 13 h after independent injections of either whole NBCs, axenic
nematodes or bacterial symbionts. Three independent experiments were performed with N=9 control
larvae and N=9 larvae injected with 10 NBCs (NBC), 10 axenic S. carpocapsae (S.c.) or 200 X.
nematophila (X.n.). For NBC and axenic nematode injections control larvae were injected with 70 %
Ringer - 30 % glycerol sterile solutions whereas they were injected with sterile PBS for bacterial
injections. RT-qPCR experiments were performed in triplicate and the RpL32 housekeeping gene was
used as reference for relative quantifications. Differential expression values between the infected and the

corresponding control conditions were calculated according to the method of Ganger et al. (2017) and
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statistical differences between the three types of infection were assessed by one-way ANOVA and Tukey

tests on AACq. Letters indicate the statistical groups resulting from the Tukey tests (p-value > 0.05).

Fig 6. Hypothetical structure of the S. frugiperda larva’s immune response to the NBC. Graphical
abstract illustrating the main hypotheses we can emit from the present RNAseq and RT-qPCR data and
from our current knowledge of S. frugiperda immunity. Dark green letters, lines and arrows indicate
responses that seem to be mainly induced by the nematode partner S. carpocapsae whereas orange ones
indicate responses that seem to be mainly induced by the bacterial symbiont X. nematophila. The arrows’

thicknesses and the letter sizes refer to the relative strengths of the induced transcriptional responses.
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Supporting Information Legends

Supplementary Table 1. Primers sequences and genes used in this study.

Supplementary Table 2. Hemocytes and fat body RNAseq results for S. frugiperda’s immune genes.
RNAseq raw data were retrieved from the study of Huot et al. (2019) in which three independent
experiments were performed with N=9 larvae exposed to 150 NBCs or to a Ringer sterile solution for 15
hours. Following pseudoalignment with the Kallisto software, differential expression between the infested
and the control conditions was analyzed with the Sleuth software using statistical thresholds of 0.01 for g-
value (equivalent of adjusted p-value), -1 and +1 for Beta value (biased equivalent of log2 fold change)
and 5 for pseudocount means. The statistics corresponding to the transcripts that were considered as
significantly up- or down-regulated are highlighted in red and blue, respectively. The normalized
pseudocounts are also indicated for each individual sample, with HCnl5 and FBnl5 corresponding to
control larvae and HCil5 and FBil5 corresponding to infested larvae. Blast hits on the Drosophila and nr
NCBI databases were obtained by blastx with the Blast2GO software. (A) Immune genes previously

annotated in the S. frugiperda’s genome. (B) Newly identified S. frugiperda’s immune genes.

Supplementary Table 3. Hemocytes and fat body RNAseq results for the Unk and GBH putative
new immune genes. RNAseq raw data were retrieved from the study of Huot et al. (2019) in which three
independent experiments were performed with N=9 larvae exposed to 150 NBCs or to a Ringer sterile
solution for 15 hours. Following pseudoalignment with the Kallisto software, differential expression
between the infested and the control conditions was analyzed with the Sleuth software using statistical
thresholds of 0.01 for g-value (equivalent of adjusted p-value), -1 and +1 for Beta value (biased
equivalent of log2 fold change) and 5 for pseudocount means. The statistics corresponding to the
transcripts that were considered as significantly upregulated are highlighted in red. The normalized
pseudocounts are also indicated for each individual sample, with HCnl5 and FBnl5 corresponding to

control larvae and HCi15 and FBil5 corresponding to infested larvae.

Supplementary Fig 1. Verification of S. carpocapsae axenicity. Electrophoresis gel showing the
absence of bacterial contaminants in the axenized nematodes used for experimental infections. Total
DNA from ground infective stage nematodes was extracted a few hours after each experimental infection
(fresh axenic S.c.) and after several days of storage without antibiotics (stored axenic S.c.). The absence
of bacterial contaminations was assessed by agarose gel electrophoresis after PCR amplification of the
16S rRNA gene with universal primers and of the Xenorhabdus-specific XNC1 0073 gene (encoding a
putative TonB-dependent heme-receptor). Whole NBCs (NBC) and a pure suspension of X. nematophila
(X.n.) were used as positive controls. A pure suspension of Pseudomonas protegens (P.p.) was used as
negative control of putative TonB-dependent heme-receptor amplification. The results indicate no
bacterial contamination is detected in the sterile axenic nematodes used for experimental infections and

34



1215
1216

1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1225
1226

1227
1228
1229
1230
1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239

1240
1241
1242

that even after several days of storage without antibiotics, the X. nematophila population did not recover

within these nematodes.

Supplementary Fig 2. Temporal monitoring of nematobacterial infestation parameters. (A) Dotplot
showing the number of S. carpocapsae nematodes detected in the midgut alimentary bolus at several
times after contact with 150 NBCs. Dot colors correspond to 3 independent experiments on N=3 larvae
per time point. (B) Curve showing the temporal evolution of X. nematophila concentration (+/-SEM) in
the hemolymph across the time post-infestation. Three independent infestation experiments were
performed with 3 pools of 3 larvae per time point. Hemolymph was collected by bleeding and X.
nematophila was quantified by CFU counting on selective culture medium containing erythromycin. (C)
Curve showing the temporal evolution of S. frugiperda larvae survival percentage (+/- SEM) across the
time post-infestation. Three independent infestation experiments were performed on N=20 larvae per

experiment.

Supplementary Fig 3. Comparison of the main infection parameters after independent injections of
the nematobacterial complex, of axenic S. carpocapsae and of X. nematophila. (A) Curves showing
the temporal evolution of X. nematophila concentration (+/-SEM) after independent injections of either
10 NBCs or 200 X. nematophila (X.n.). Three independent injection experiments were performed with 3
pools of 3 larvae per time point. Hemolymph was collected by bleeding and X. nematophila was
quantified by CFU counting on selective culture medium containing erythromycin. (B) Curves showing
the temporal evolution of S. frugiperda larvae survival percentage (+/- SEM) after independent injections
of either 10 NBCs , 10 axenic S. carpocapsae (S.c.) or 200 X. nematophila (X.n.). Three independent
injection experiments were performed on N=20 larvae per experiment. No insect death was reported for
control buffer-injected larvae. (C) Histogram showing the parasitic success (+/- SEM) (i.e.: number of
larvae with NBC emergence on total number of infested larvae) after independent injections of either 10
NBCs or 10 axenic S. carpocapsae (S.c.). Three independent injection experiments were performed on

N=20 larvae per infection type and per experiment.

Supplementary Fig 4. Alignment of deduced amino acid sequences of Unks from S. frugiperda with
those of S. litura and S. littoralis. Nucleotide sequences were retrieved by blastn on S. litura and S.

littoralis genomes.
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Supplementary Table 1. Primers sequences and genes used in this study

Gene name Transcript ID Primer Sequence
GSSPFG00022750001.3-RA
GSSPFG00033008001.5-RA Relish-F 5'-TATGGCACCAACAAAACGAA-3'
GSSPFG00035341001.3-RA
Relish
GSSPFG00024458001.3-RA
GSSPFG00035289001.5-RA Relish-R 5'-CGATACCACCGAACCTGACT-3"'
GSSPFG00035420001.3-RA
Pirk-F 5'"-AGATCGTTGGGAACAACTGC-3"
Pirk GSSPFG00019499001-RA
Pirk-R 5'"-ACTGCACTCGGTCACCTTTC-3"
Toll-F 5'-AGCGCACTTTTCATTTTCGT-3"'
Toll GSSPFG00005906001.3-RA
Toll-R 5'-ATCCGCTTGTATCGCAGTCT-3"
Pelle-F 5'-GTTTTCAAAGGCGAATGGAA-3'
Pelle GSSPFG00023708001.3-RA
Pelle-R 5'"-CCTCCACCCATTAGCTGGTA-3"
c GSSPFG00001145001.2-RA  Cactus-F 5'-ACTGACACACAGACCCCACA-3"
actus
GSSPFG00035666001.2-RA Cactus-R 5'-TCATCACAGCGAGGTGTAGC-3"'
GSSPFG00035407001.3-RA  pGpp.sy.f 5'-GTACGCATCGCAATCAGGTA-3"
PGRP-S1 GSSPFG00035271001.3-RA
GSSPFG00035260001.5-RA PGRP-S1-R 5'"-CTTTGGAACGAGCACCTAGC-3"
PGRP-SE GSSPFG00019359001.4-RA PGRP-S6-F 5'-TCCCTACAACTTCCCATTCG-3"'
GSSPFG00006503001.4-RA PGRP-S6-R 5'-CAGCCGTGGTCATCAATATG-3"'
GNBP3 GSSPFG00000179001.3-RA GNBP3-F 5'-CCAAGGTGCCCTCATCTTTA-3"'
GSSPFG00019060001.5-RA  GNBP3-R 5'-TGATGCATAGCTTCCGTCAG-3"'
AttA2-F 5'"-GTGCCCAACTTCAACACGTA-3"
Attacin A2 GSSPFG00015239001.3-RA
AttA2-R 5'"-GTAGTCCTTGCGGTCCAAGA-3"'
AttB1-F 5'"-GACTGTCCCAAGTCCTGAGC-3"
Attacin B1 GSSPFG00024578001.4-RA
AttB1-R 5'-TCCAATGGCACTGAACACAT-3"'
CecB3-F 5'"-GTCAGCGCCGCGCCAGA-3"'
Cecropin B3 GSSPFG00030458001.5-RA
CecB3-R 5'-TTGGCTGCACCCAACACCT-3'
CecD-F 5'"-ATCTGCTTCCTGGCTGTGTC-3"
Cecropin D GSSPFG00030456001.4-RA
CecD-R 5'"-CCTCTTCGCTAGATCCTCCA-3"
Glo3-F 5'-TTTTGTGTTTCGCTGCTGTC-3"'
Gloverin 3 GSSPFG00003522001.3-RA
Glo3-R 5'-GGCCAAAAAGACCAGAATCA-3"
Leb2-F 5'-AGCAAAAGGACCTCAAGCAG-3"
Lebocin 2 GSSPFG00035421001.3-RA
Leb2-R 5'-CACGGCGTAAATAGGCATCT-3"
Gal-F 5'-ATGAAGGCTTGCGTGGTTCT-3"
Gallerimycin GSSPFG00011908001.6-RA
Gal-R 5'"-CACCCGACTTGTAACCTCGT-3"
Mor2-F 5'"-AAGCTGTTCGGTCTCGTTGT-3"
Moricin 2 GSSPFG00035989001.2-RA
Mor2-R 5'-GGATGTCGCCTAGTTGTGGT-3"
. Dia5-F 5'-ACCTTTGTGCTGCTCCTCAT-3"
Diapausin 5 GSSPFG00018767001.3-RA

Dia5-R

5'-CAGGCCTAGTTGGTGATCGT-3"'




Gene name Transcript ID Primer Sequence

PPAE2-F 5'-TACGCGTGTCCACAACTCTC-3"'
PPAE2 GSSPFG00023419001.3-RA
PPAE2-R 5"'"-CATGCCTTGTTCTCATCGCG-3"'
Snake-like-F  5'-TTGAGGAGTTGCAGTGGTTG-3"'
Snake-like 2 GSSPFG00033676001-RA
Snake-like-R  5'-GGGGGTGTTTGATGATGTTC-3"'
DDC-F 5'"-ATCGCCTGCATTGGTTTTAC-3"'
DDC GSSPFG00007066001-RA
DDC-R 5'-CGTAAAATGGTGCGGTTCTT-3"'
Kr-likel-F 5"'-TCTCCTTGAAGCATTGAGCA-3"'
Kr-like factor 1 GSSPFG00016180001-RA
Kr-like1l-R 5'-AAACGCACCCAACTCTTGAC-3"'
IntB-like-F 5'-AATGGTGCAGGGAACGTAAG-3"'
Integrin B-like GSSPFG00000669001-RA
IntB-like-R 5'-TGGGCTTTGCTTTAATTTCG-3"'
Hemolin-F 5'-AAGAGGCTGCTCATCAAGGA-3"'
Hemolin GSSPFG00007500001.2-RA
Hemolin-R 5'-ATGGCGACATCTTGACCTTC-3"'
Tsp-like3-F 5'-TTCTTCTCACCAGCCAGCTT-3"'
Tsp-like 3 GSSPFG00006818001.1-RA
Tsp-like3-R 5'-GGTCCTCAGGTTCTCATCCA-3"'
Tg-like-F 5'-ATGGAACGCGAGGACATTAC-3"'
Tg-like GSSPFG00016279001-RA
Tg-like-R 5'-GGACCCCCTTCACCTTATGT-3"'
ccBV lect-F 5'-TAATGCTTCTGCCCGTGGTT-3"'
CLECT (ccBV) GSSPFG00023677001.2-RA
ccBV lect-R 5'-GAGCATTCAATCCGTGCGAC-3"'
Galect_1-F 5'-AGTCAAATCCAACGGGTGTC-3"'
Galectin 1 GSSPFG00017106001-RA
Galect_1-R 5'-TGCACCCTTAACGACCATTT-3"'
IMPI-like 3 GSSPFG00027637001-RA IMPI-like3-F  5'-TTGCAAGGAGATGCAGAATG-3'
-like
GSSPFG00030016001-RA IMPI-like3-R  5'-TAGCGGTAGCCACAATTTGA-3"'
GBO1-F 5'-CGGAGTTTACAGGGGCATTA-3"'
GBH1 GSSPFG00026945001-RA
GBO1-R 5'-CGCGATGTTTTTGTCTITTGA-3"'
GBO3-F 5'-GGTGTCGAGTTGGGAATCAT-3"'
GBH3 GSSPFG00011909001.1-RA
GBO3-R 5'-TTCGTTGGAACATGGACTCA-3"'
Unk1-F 5'-AACTCCAGAATGCACGAACC-3"'
Unk1 GSSPFG00030863001-RA
Unk1-R 5'-CTAGCAAACCAGGCGAACTC-3"'
Unk2-F 5'-ACGGTGACCACAACGTCATA-3'
Unk2 GSSPFG00026931001-RA
Unk2-R 5'-CGAGGGGCGTACATAAATTG-3"'
Unk3-F 5'-AGGAGACACCAATCGCAAAG-3'
Unk3 GSSPFG00026933001-RA
Unk3-R 5'-CCAGCAGCAAGAATGTTGAA-3"'
Unka GSSPFG00026935001-RA Unk4-F 5'-ACTAATGGGCTCCCTCCTGT-3"'
n
GSSPFG00022683001-RA Unk4-R 5'-GTAGTTGGGGATCCTGCTGA-3"'
Unks GSSPFG00026936001-RA Unk5-F 5'-CAGAACAGCGACCTCAATCA-3"'
n
GSSPFG00022684001-RA Unk5-R 5'-TGTGTCGTTGGATTGGTTGT-3"'
Rpl32-F 5'-TACAATCGTCAAAAAGAGGACGA-3"
RpL32 GSSPFG00020532001-RA
Rpl32-R 5'-AAACCATTGGGTAGCATGTGA-3"'
EFlo-F 5'-GACGTATACAAAATCGGTGGTATT-3'
EFla GSSPFG00002766001-RA

EFla-R 5'-GATTTGATGGATTTAGGGTTGTCT-3"'




y Table 2. Hi ytes and fat body RNAseq results for S. frugiperda’s il genes. (A) genes pr 1 in the S. frugip:
Hemocytes Fat body
Category Gene name Transcript ID
Beta qual 1HCn15 3HCn15 5HCn15 1HCi15 3HCi15 5HCi15 Beta qual 1FBn15 3FBn15 5FBn15 1FBi15 3FBil5 5FBi15
IMD GSSPFG00027791001.3-RA 0,94 3E-11 72,3 60,1 61,0 1333 183,0 175,5 0,15 7E-01 20,1 24,2 24,7 10,9 20,2 17,6
FADD GSSPFG00008432001.3-RA 1,13 2E-13 23,0 22,4 28,7 59,6 87,7 81,5 1,38 8E-08 8,4 7,6 74 22,6 14,6 18,4
Caspar GSSPFG00017303001.1-RA 0,01 1E+00 21,7 22,4 20,4 22,1 24,3 18,4 -0,17 8E-01 6,7 9,5 9,9 2,3 71 4,8
TAK1 GSSPFG00007760001.4-RA 0,16 4E-01 16,7 16,1 153 18,1 19,9 18,0 -0,08 9E-01 6,4 6,3 6,8 2,2 43 4,6
TAK1 GSSPFG00014144001.3-RA -0,28 9E-01 10,6 19 0,9 2,8 4,0 0,7 0,88 4E-01 11 0,2 1,0 0,8 0,5 1,6
TAB2 GSSPFG00013509001.3-RA 0,55 5E-02 6,3 6,8 8,4 11,8 17,9 8,8 -0,54 3E-01 2,2 2,9 18 0,7 0,7 1,0
IAP2 GSSPFG00002555001-RA -0,26 4E-01 8,0 73 71 54 6,9 4,9 1,50 1E-04 3,0 2,1 2,8 33 10,2 10,4
IKKP (Ird5) GSSPFG00013578001.3-RA -0,26 1E-01 24,2 21,3 22,0 17,4 14,5 20,4 0,50 2E-01 7,8 6,8 56 8,9 56 55
IKKg (Kenny) GSSPFG00004808001-RA 1,01 3E-02 0,8 0,9 2,5 4,5 2,8 33 0,97 1E-01 2,4 0,8 2,2 2,9 16 32
UBcC (Effete) GSSPFG00008924001.3-RA -0,03 9E-01 897,8 812,7 806,5 725,0 768,1 953,7 0,33 3E-01 390,6 374,4 349,9 251,9 292,9 387,9
Uevla GSSPFG00011679001.3-RA -0,25 1E-01 179,0 166,8 171,3 129,6 108,9 167,0 -0,17 6E-01 112,0 120,5 105,9 40,3 56,2 77,4
Ubc13 (Bendless) GSSPFG00034558001.3-RA 0,39 1E-02 201,1 184,6 203,2 2384 295,9 339,5 -0,02 1E+00 80,6 65,9 75,1 38,7 40,7 49,0
Pirk GSSPFG00019499001-RA 3,18 1E-26 19 1,4 17 29,7 68,8 30,9 3,24 7E-17 35 13 19 29,3 21,2 52,6
GSSPFG00035556001.3-RA -0,27 8E-01 11 4,8 51 3,8 2,1 1,4 NA NA 0,0 0,7 2,7 0,0 2,8 2,1
POSH GSSPFG00006593001.3-RA -0,28 6E-01 2,5 2,2 32 2,1 2,0 18 0,78 5E-01 0,7 0,9 1,0 1,0 0,7 2,1
GSSPFG00014079001.3-RA -0,07 9E-01 2,4 2,2 2,6 2,5 2,4 18 -0,35 6E-01 1,6 11 11 0,4 0,5 0,7
DNR1 (MYLIP-like) GSSPFG00016134001.3-RA -0,12 6E-01 80,9 98,0 69,6 76,9 76,4 64,5 -0,50 2E-01 22,4 253 24,6 11,4 73 7,6
CYLD GSSPFG00001026001.3-RA -0,07 8E-01 83 10,1 7.9 8,0 8,1 81 -0,61 1E-01 39 3,6 3,7 1,2 1,2 11
skpA GSSPFG00023653001.3-RA 0,15 4E-01 136,0 132,2 150,8 150,9 1453 190,0 0,57 3E-02 68,5 62,7 57,4 63,7 62,6 70,8
Cullin GSSPFG00027343001.3-RA 0,78 5E-08 32,2 311 34,9 63,4 71,4 78,1 -0,07 9E-01 16,7 15,6 17,4 8,9 83 10,1
Imd pathway GSSPFG00035301001.2-RA 0,51 2E-01 13,5 71 73 13,6 15,6 15,5 0,45 8E-01 1,2 2,4 32 13 32 19
. GSSPFG00035414001.3-RA 0,18 8E-01 10,4 3,8 4,9 4,9 7,6 8,7 NA NA 15 2,3 2,3 0,0 0,4 0,6
stimb GSSPFG00025395001.3-RA 0,24 6E-01 91 8,1 8,6 10,9 13,7 8,5 NA NA 19 2,7 18 0,0 0,3 1.2
GSSPFG00035476001.3-RA 0,46 3E-01 8,0 4,9 4,9 8,7 9,9 8,7 NA NA 0,8 12 2,0 0,0 0,0 0,0
Scrawny (dUSP36) GSSPFG00009517001.3-RA 0,10 6E-01 18,4 19,7 18,2 21,0 20,6 20,2 -0,13 7E-01 9,0 81 8,6 32 5,0 54
GSSPFG00035005001.2-RA -1,84 7E-03 48,4 51,4 41,5 20,6 2,9 6,5 0,45 7E-01 2,3 3,4 39 2,0 3,6 35
GSSPFG00028806001.3-RA -1,70 3E-03 54,1 53,6 47,4 20,9 4,0 9,9 -0,55 2E-01 4,2 4,3 3,6 12 2,0 1,0
GSSPFG00001399001.3-RA -1,55 1E-03 47,2 53,0 46,7 20,6 5,0 10,4 -1,52 5E-02 31 2,6 2,6 0,1 0,5 0,7
Sickie GSSPFG00014269001.3-RA -1,52 4E-05 28,8 35,0 22,5 11,2 4,5 4,5 -1,20 5E-01 31 13 16 0,0 0,9 11
GSSPFG00035288001.3-RA -1,79 1E-03 70,6 75,0 58,0 25,0 5,0 10,9 NA NA 35 6,3 7,1 0,6 0,0 0,5
GSSPFG00011938001.2-RA -1,58 1E-03 70,7 84,7 60,9 31,5 7,7 13,0 -0,50 3E-01 59 8,4 10,3 18 32 4,1
GSSPFG00003397001.3-RA -1,49 2E-03 79,4 100,9 64,5 35,6 9,4 17,2 -0,48 1E-01 11,7 14,1 15,8 6,1 4,3 4,9
GSSPFG00035021001.3-RA -6,48 7E-57 51,0 35,5 24,6 0,0 0,0 0,0 2,72 2E-01 0,0 4,3 10,9 4,8 28,7 20,3
Akirin GSSPFG00012383001.3-RA 0,08 7E-01 170,2 154,5 156,7 139,4 175,9 209,5 -0,74 2E-02 48,8 48,3 52,5 12,1 15,6 14,4
GSSPFG00035145001.3-RA 0,22 2E-01 209,1 214,0 210,6 232,7 254,8 299,0 -0,19 6E-01 64,4 66,5 64,6 33,2 29,7 32,6
GSSPFG00022750001.3-RA 1,21 1E-18 53,2 63,0 63,9 204,5 171,8 2223 0,88 2E-04 22,7 26,4 23,0 27,3 28,4 50,8
GSSPFG00033008001.5-RA 0,88 1E-08 46,3 47,1 52,0 1253 104,8 117,3 1,61 S5E-10 17,8 24,2 18,8 35,4 55,2 108,2
) GSSPFG00035341001.3-RA 0,84 9E-08 44,4 45,1 52,1 113,7 104,3 107,9 1,51 2E-08 11,8 16,2 17,8 351 34,1 56,2
Relish GSSPFG00024458001.3-RA 0,86 SE-08 45,8 40,1 49,4 104,7 109,6 104,0 1,37 S5E-07 14,0 21,1 22,1 26,7 41,8 73,5
GSSPFG00035289001.5-RA 0,75 4E-05 26,1 24,1 22,8 51,7 48,6 53,6 2,81 5E-16 4,2 8,9 7,5 33,3 75,9 109,7
GSSPFG00035420001.3-RA 0,73 4E-04 65,7 55,7 65,1 114,6 122,7 148,2 2,04 2E-07 21,9 27,1 21,7 44,8 135,2 205,5
HP14 GSSPFG00000378001.1-RA 2,25 2E-20 16 1,2 19 17,8 17,3 9,9 2,75 3E-07 2,6 9,3 12,4 46,2 64,8 78,3
Persephone (HP6) GSSPFG00020775001.3-RA -0,01 1E+00 10,4 91 17,5 12,5 10,0 12,5 0,16 6E-01 127,6 133,3 1236 68,5 113,9 90,8
GSSPFG00035297001.3-RA 0,10 8E-01 19,5 17,9 39,2 29,6 24,0 251 -0,40 2E-01 203,0 242,0 196,1 80,6 93,6 783
SPE (HP8) GSSPFG00006187001.6-RA 0,29 9E-02 163,4 138,1 140,7 200,0 179,6 204,4 0,13 8E-01 1146 192,3 340,4 111,9 145,1 139,2
Spatzle-like GSSPFG00004750001-RA 4,03 4E-92 23,6 16,2 16,6 784,7 1092,5 1290,5 2,62 2E-01 0,6 0,3 0,7 54,2 11 16
Spétzle-like protein GSSPFG00020031001.3-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Spatzle-like (Spatzle 6) GSSPFG00010571001.2-RA NA NA 0,2 0,1 0,0 0,0 0,1 0,3 NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Spatzle (Spatzle 2) GSSPFG00006301001.3-RA 0,20 5E-01 159,2 151,9 131,4 147,2 153,4 248,2 0,47 3E-01 13 2,4 19 2,1 18 13
Toll 900 GSSPFG00005906001.3-RA 0,68 3E-04 40,6 45,7 30,6 79,1 87,9 60,8 1,97 3E-10 7,1 88 9,4 44,9 22,4 44,2
Toll 18w GSSPFG00034741001.2-RA 0,96 2E-01 0,1 0,1 0,1 0,6 0,2 0,1 -0,16 9E-01 0,5 04 0,5 0,4 0,2 0,2
Toll A GSSPFG00034760001.3-RA -1,18 6E-10 17,3 19,8 12,9 6,0 53 4,0 -0,06 1E+00 0,5 0,1 0,5 0,5 0,1 0,2
Toll B GSSPFG00021390001.3-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 -1,00 3E-01 0,7 0,3 0,5 0,3 0,0 0,1
Toll D GSSPFG00029210001.3-RA 0,59 7E-01 0,0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 -0,15 8E-01 0,8 0,8 0,8 0,7 0,3 0,3
Toll E GSSPFG00002540001.3-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,06 5E-01 0,0 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1
Toll F GSSPFG00002106001.3-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,30 8E-01 0,0 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2
Toll G GSSPFG00031526001.3-RA 1,51 3E-01 0,1 0,1 0,0 01 0,3 0,1 -0,24 9E-01 0,1 0,2 0,1 0,2 0,0 0,0




y Table 2. Hi ytes and fat body RNAseq results for S. frugiperda’s il genes. (A) genes pr 1 in the S. frugip:
Hemocytes Fat body
Category Gene name Transcript ID
Beta qual 1HCn15 3HCn15 5HCn15 1HCi15 3HCi15 5HCi15 Beta qual 1FBn15 3FBn15 5FBn15 1FBi15 3FBil5 5FBi15
TollH GSSPFG00009334001.3-RA -0,26 SE-01 3,4 23 17 2,1 2,2 13 -0,17 9E-01 0,3 03 0,2 0,3 0,1 0,1
Toll I GSSPFG00019497001.2-RA 0,59 2E-01 2,4 2,0 19 34 71 2,1 -0,75 4E-01 0,4 0,3 0,2 0,1 0,0 0,1
Toll pathway TollJ GSSPFG00020030001.2-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 -0,24 9E-01 4,0 12 0,8 1,6 13 0,2
Toll K GSSPFG00029741001.2-RA 0,57 3E-02 16 2,2 18 31 2,9 3,7 0,55 3E-01 28,4 28,1 22,2 1,1 311 54,7
GSSPFG00017833001.1-RA -0,07 7E-01 41,8 34,5 34,0 27,3 36,8 38,2 -0,02 1E+00 9,8 15,0 16,2 4,2 10,5 10,3
MyD881 GSSPFG00016587001.3-RA 0,37 3E-02 19,0 19,5 18,8 22,9 27,2 33,5 0,82 1E-03 11,2 15,7 12,3 17,6 15,9 18,6
Tollip GSSPFG00035684001.3-RA 0,08 7E-01 19,6 21,9 17,5 21,4 24,0 183 0,38 5E-01 3,7 4,2 35 13 4,3 6,1
Tube GSSPFG00031457001.1-RA -0,55 2E-02 18,0 16,7 18,8 10,1 73 14,1 0,57 9E-02 31 4,8 4,7 3,6 39 56
GSSPFG00021008001.3-RA 2,41 1E-26 13,0 10,5 14,3 98,2 192,0 1419 1,59 7E-03 3,0 6,9 13,4 14,7 13,9 34,5
) GSSPFG00035679001.2-RA 2,45 2E-24 11,7 7,7 15,4 110,0 160,8 126,4 0,89 4E-01 19 7,4 13,2 9,0 3,7 19,4
Pellino 1 GSSPFG00035670001.2-RA 2,55 1E-17 8,9 9,6 18,5 108,3 183,6 172,2 0,65 4E-01 6,2 56 13,4 11,2 7,7 8,3
GSSPFG00035688001.2-RA 2,31 1E-22 21,1 24,9 33,8 185,0 3333 292,4 1,53 7E-04 12,2 22,5 24,4 65,0 29,1 71,4
Pellino 2 GSSPFG00022042001-RA 2,42 6E-35 10,1 9,9 10,8 81,5 152,8 1254 2,41 2E-05 2,5 8,6 9,8 22,6 36,9 77,8
Pelle GSSPFG00023708001.3-RA 2,12 2E-11 3,5 4,2 4,7 20,1 38,5 51,7 2,27 1E-04 1,0 4,0 39 15,0 9,5 20,1
Traf 6 GSSPFG00002515001.3-RA 0,09 7E-01 6,0 53 51 56 6,8 55 0,27 SE-01 3,6 2,6 2,2 2,6 18 2,0
Traf 3 GSSPFG00022364001.3-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,34 1E-01 0,0 0,3 0,0 0,2 0,2 0,3
Ecsit GSSPFG00012538001.1-RA -0,14 7E-01 2,7 2,9 35 2,2 2,4 33 -0,05 1E+00 19 2,7 2,1 0,5 1,4 2,6
GSSPFG00001145001.2-RA 3,75 1E-99 63,9 71,5 70,7 2216,3 3965,0 2794,7 1,85 4E-14 63,3 74,1 69,7 160,6 224,2 480,1
Coctus GSSPFG00035666001.2-RA 3,65 2E-80 87,5 116,0 105,2 3058,1 5405,9 3613,6 1,06 4E-03 82,6 83,6 92,4 189,7 86,9 192,5
GSSPFG00025680001.3-RA 0,69 4E-05 50,3 42,7 43,0 74,4 95,9 99,7 =55 8E-03 11,3 9,8 12,5 0,5 17 2,9
porsal GSSPFG00017579001.3-RA 0,56 4E-04 14,2 12,9 12,0 19,9 25,7 22,4 -0,70 2E-01 4,1 57 4,8 2,5 1,0 11
GSSPFG00035016001.5-RA -0,74 4E-01 1,4 16 3,7 0,9 0,5 16 2,44 1E-15 18,5 25,6 37,2 98,4 249,2 2282
GSSPFG00035961001.2-RA -0,73 1E-01 6,5 2,8 8,6 2,3 2,7 2,8 0,64 1E-02 70,1 101,3 131,2 107,5 106,4 114,9
eneP-L GSSPFG00019461001.2-RA -0,63 2E-01 4,5 54 8,2 2,9 33 2,9 0,43 3E-01 65,4 120,1 132,1 111,7 75,9 91,3
GSSPFG00015544001.5-RA -0,24 5E-01 71 7,2 10,3 6,9 6,1 5,9 0,44 5E-01 67,1 117,9 155,4 153,9 74,1 82,2
(GNBP GNBP-2 GSSPFG00019061001.4-RA 4,47 3E-14 0,1 0,0 0,1 85 6,7 9,0 2,90 2E-03 0,0 0,8 0,3 17 3,5 4,2
GSSPFG00003415001.3-RA 3,23 5E-26 0,3 04 0,3 85 11,0 83 1,26 3E-02 0,7 0,7 11 32 12 1,4
GSSPFG00000179001.3-RA E1%/9) 4E-03 263,5 243,1 229,6 75,5 14,4 60,5 1,47 4E-11 50,0 88,5 87,8 176,1 201,7 187,2
onep-s GSSPFG00019060001.5-RA -1,69 2E-03 292,0 293,1 251,7 85,7 20,3 75,2 0,63 2E-01 88,6 140,6 137,0 191,6 112,4 107,0
GNBP-4 GSSPFG00000148001-RA 0,52 2E-01 59 7,0 11,7 18,4 13,6 9,1 1,01 2E-04 101,5 104,1 71,4 179,8 122,3 148,6
GSSPFG00035407001.3-RA 3,70 3E-07 0,8 0,0 0,0 23,8 23,5 28,6 6,59 9E-29 4,0 0,0 15 673,9 750,7 1095,1
PGRP-S1 GSSPFG00035271001.3-RA 2,55 2E-24 34,8 46,5 76,1 585,1 589,1 737,1 4,11 8E-80 71,4 102,7 112,6 3621,6 2587,4 4187,7
GSSPFG00035260001.5-RA 2,85 1E-34 76,6 97,4 155,8 1566,0 2115,8 1776,7 2,66 1E-11 114,3 175,5 196,1 2023,6 891,0 1305,7
PGRP-S2 GSSPFG00017964001.4-RA 8,84 2E-27 0,0 0,2 0,7 1093,7 1478,3 1624,3 5,37 1E-18 0,4 0,1 0,1 60,3 15,1 44,1
PGRP-S3 GSSPFG00006083001.5-RA 4,82 4E-18 0,0 0,0 0,1 7,2 51 2,6 6,00 2E-04 0,0 0,2 0,5 234,7 6,9 36,4
PGRP-54 GSSPFG00035413001.5-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,7 NA NA 0,0 0,0 0,0 31 0,3 1,0
GSSPFG00006046001.5-RA 5,10 9E-15 0,0 0,0 0,3 28,9 22,7 12,3 2,64 1E-36 63,7 85,1 102,5 697,0 532,8 845,0
PaRP PORP-55 GSSPFG00026857001.5-RA 2,58 1E-21 56 52 59 79,5 108,5 45,1 1,88 8E-12 200,4 246,9 230,3 1084,7 586,2 1043,0
PGRP-S6 GSSPFG00019359001.4-RA 4,75 1E-16 0,1 0,0 0,2 19,0 23,5 13,6 6,31 1E-08 0,0 0,7 0,3 358,7 26,3 1216
GSSPFG00006503001.4-RA 2,23 2E-18 2,7 4,0 37 27,7 47,5 239 3,50 3E-04 33 2,2 2,7 182,6 14,5 55,6
PGRP-L1 GSSPFG00005372001.5-RA -0,21 2E-01 44,3 54,8 49,5 38,3 42,1 38,4 0,84 1E-03 9,6 16,7 16,8 14,0 17,1 28,9
PGRP-L3 GSSPFG00001965001-RA 0,87 2E-05 9,5 9,5 13,2 19,3 27,9 29,2 1,04 7E-02 35 1,6 15 35 2,4 4,9
PGRP-L4 GSSPFG00035134001.4-RA NA NA 74 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 74 18
PGRP-L6 GSSPFG00033425001.4-RA 0,26 1E-01 9,6 12,0 12,0 14,3 16,5 12,6 0,12 8E-01 3,6 4,6 4,3 33 24 2,6
Attacin A1 GSSPFG00015238001.3-RA 4,08 2E-04 1,2 0,1 09 90,4 16,8 15,6 5,79 6E-37 29,0 14,4 14,8 5516,7 1949,8 4196,8
Attacin A2 GSSPFG00015239001.3-RA 5,38 2E-32 0,6 0,3 0,5 130,5 103,9 74,5 6,65 2E-22 25,8 58 7,4 8571,5 2405,7 5143,1
Attacin A3 GSSPFG00015240001.3-RA 3,95 3E-39 12 0,9 0,7 79,1 42,3 34,8 6,36 3E-16 7,8 35 13 2401,6 506,0 1257,1
Attacin B1 GSSPFG00024578001.4-RA 2,47 2E-20 373 37,7 22,4 423,3 466,1 254,6 5,57 1E-36 21,8 11,1 13,6 3405,4 1217,6 2951,1
Attacin B2 GSSPFG00032762001.5-RA 3,83 3E-18 11 0,6 0,6 71,0 24,7 23,5 6,38 1E-58 8,5 4,5 51 2742,8 1142,9 2691,1
Cecropin A GSSPFG00006778001.3-RA 2,77 3E-83 246,2 273,6 186,6 3974,4 4012,9 3113,2 5,66 3E-36 24,3 27,5 27,0 8485,5 3396,0 3058,3
Cecropin B1 GSSPFG00030460001.5-RA 2,42 1E-57 102,2 167,6 142,8 1603,1 1408,6 1524,4 5,09 1E-45 10,8 13,3 14,4 1885,0 760,8 1279,6
Cecropin B2 GSSPFG00030459001.3-RA 2,70 8E-85 262,3 296,5 299,2 3436,1 4762,3 4517,8 4,06 3E-25 79,5 56,0 42,1 2813,4 1181,4 2236,5
Cecropin B3 GSSPFG00030458001.5-RA 3,00 9E-114 146,6 198,7 193,5 3300,4 4090,9 3329,5 5,43 2E-44 41,6 34,2 41,4 7872,7 2810,7 6532,3
Cecropin C GSSPFG00030457001.5-RA 4,92 1E-43 0,7 1,0 0,4 120,5 111,3 78,4 6,56 =ER 0,6 0,1 0,2 139,8 162,9 147,9
Cecropin D GSSPFG00030456001.4-RA 3,36 6E-24 10,5 4,5 10,1 197,4 313,1 186,9 6,15 8E-16 57 7,6 3,8 3091,6 416,5 2898,5
. GSSPFG00035343001.3-RA 3,32 1E-33 47,7 323 64,6 914,5 1403,6 1618,6 7,54 2E-106 16,2 11,7 14,5 23938,3 10531,0 15390,9
Gloverin 2 GSSPFG00035250001.3-RA 3,51 2E-37 58,3 42,8 94,5 1591,7 2197,9 2480,7 5,35 2E-18 28,6 22,1 27,3 8108,9 1690,7 2473,2




y Table 2. Hi ytes and fat body RNAseq results for S. frugiperda’s il genes. (A) genes pr 1 in the S. frugip:
Hemocytes Fat body
Category Gene name Transcript ID
Beta qual 1HCn15 3HCn15 5HCn15 1HCi15 3HCi15 5HCi15 Beta qual 1FBn15 3FBn15 5FBn15 1FBi15 3FBil5 5FBi15
Gloverin 3 GSSPFG00003522001.3-RA 5,27 2E-20 8,0 2,9 19,2 1414,1 1490,2 1555,1 6,36 2E-19 29,7 252 6,9 12062,9 2998,3 5801,9
Lebocin 1 GSSPFG00013851001.4-RA 4,68 2E-13 0,5 0,2 0,3 86,1 32,5 14,9 6,44 3E-29 4,9 6,1 2,7 3479,3 1004,6 1165,7
Lebocin 2 GSSPFG00035421001.3-RA 3,25 1E-34 141,2 110,9 210,5 2808,5 5113,8 3822,4 6,62 1E-25 29,0 18,3 50,4 29582,9 6755,0 11501,3
Lebocin 3 GSSPFG00005939001.3-RA 1,39 7E-01 4,6 0,0 48,7 66,1 2,1 55 2,85 8E-17 951,9 1078,7 677,1 13066,5 6676,0 8366,7
Moricin 1 GSSPFG00035992001.2-RB 6,92 2E-80 0,0 0,0 0,0 223,8 240,1 80,0 NA NA 0,0 0,0 0,0 2,6 2,7 0,0
Moricin 2 GSSPFG00035989001.2-RA 8,13 1E-24 1,6 0,2 0,0 1482,5 1465,4 1392,2 4,23 2E-05 0,0 0,0 0,0 22,7 43 45
Moricin 3 GSSPFG00035992001.2-RA 7,20 1E-65 0,2 0,1 0,3 328,8 341,7 3148 NA NA 0,0 0,3 0,0 78 14 0,4
AMP Moricin 4 GSSPFG00035988001.2-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,8 18 2,2 NA NA 0,0 0,0 0,1 2,2 0,8 0,0
Moricin 5 GSSPFG00035991001.2-RA 6,55 9E-21 0,9 0,1 19 440,5 534,0 521,7 NA NA 0,0 0,2 0,0 13,9 0,9 13
Moricin 6 GSSPFG00035994001.2-RA 4,58 4E-13 0,0 0,0 0,0 4,9 7,4 11,1 NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Moricin 7 GSSPFG00035990001.2-RA 6,79 1E-40 0,0 0,1 0,2 83,6 123,9 239,6 NA NA 0,0 0,0 0,0 17 0,2 0,8
Moricin 8 GSSPFG00035993001.2-RA 7,29 1E-15 0,8 0,0 0,0 159,9 209,2 423,7 NA NA 0,0 0,0 0,0 3,0 0,7 0,0
Moricin 9 GSSPFG00035996001.2-RA 4,55 1E-12 0,0 0,0 0,0 3,7 4,9 6,7 NA NA 0,0 0,0 0,0 12 0,3 0,2
Moricin 10 GSSPFG00018652001.2-RA 7,49 2E-42 11 0,6 3,8 2217,7 2437,7 2659,8 3,68 6E-21 62,0 1184 1134 2589,9 1221,7 3351,8
Diapausin 1 GSSPFG00027222001.3-RA 1,11 3E-03 35 3,6 2,7 79 18,0 6,7 0,91 4E-01 15,5 10,1 13,1 49,4 16,1 8,2
Diapausin 2 GSSPFG00000812001.3-RA 2,17 4E-01 0,0 9,2 4,0 8,4 58 26,1 1,51 5E-01 1,2 12,9 7,7 129,9 52 3,6
Diapausin 3 GSSPFG00009268001.3-RA 1,20 5E-01 13 53,5 11,9 31,9 12,1 84,8 1,16 5E-01 39 6,1 233 84,4 6,4 7,2
Diapausin 4 GSSPFG00009266001.3-RA NA NA 0,3 0,0 0,0 0,0 11 0,0 NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Diapausin 5 GSSPFG00018767001.3-RA 3,54 8E-18 9,0 17,9 23,4 325,0 584,8 810,3 1,62 2E-01 35,6 36,5 57,3 548,6 45,1 81,3
Diapausin 6 GSSPFG00009264001.3-RA 4,35 1E-04 0,2 0,0 14 15,4 16,0 46,9 1,32 7E-01 0,6 81 14,4 124,7 4,2 16
Diapausin 7 GSSPFG00009267001.2-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,41 3E-04 0,0 0,0 0,0 3215 9,4 11,2
Diapausin 8 GSSPFG00021877001.3-RA -0,18 7E-01 136,8 128,5 91,4 66,8 102,8 134,6 1,17 6E-01 18,7 13,0 14,7 249,4 7,8 12,8
Gallerimycin GSSPFG00011908001.6-RA 3,55 1E-19 252,0 108,0 248,1 4247,3 9818,3 6698,8 4,18 2E-23 19,6 10,7 171 808,0 317,6 824,4
Spodoptericin GSSPFG00008360001.3-RA 0,62 9E-02 150,7 76,8 128,9 148,0 281,8 227,1 0,94 9E-04 75,9 63,4 47,8 59,9 82,2 160,9
Defensin-like 3 GSSPFG00026946001.3-RA 1,56 5E-06 385,9 201,8 238,1 793,0 1634,6 1493,3 1,86 1E-17 30,0 45,7 44,0 141,8 132,1 176,9
Defensin-like 4 GSSPFG00026948001.3-RA 0,02 1E+00 9,0 6,6 55 6,4 14,5 3,6 0,55 3E-01 2,2 59 2,9 3,0 54 2,6
Defensin-like 5 GSSPFG00026950001.4-RA -1,00 5E-03 1048,4 873,4 577,4 434,0 191,7 309,7 2,74 3E-15 4,0 2,3 6,9 33,0 37,9 41,5
Defensin-like 6 GSSPFG00005384001.6-RA E1520] 6E-04 6661,9 5167,3 3967,8 2028,2 801,2 1719,9 2,00 7E-06 427,4 3118 605,5 2917,5 1252,3 1821,2
Lysozyme 1 GSSPFG00002403001.3-RA -0,16 5E-01 18608,6 17524,4 16844,3 12846,5 16124,7 15851,5 3,21 SE-47 1268,2 1531,6 1398,3 20678,3 17156,4 23720,7
Lysozyme 2 GSSPFG00014909001.3-RA -0,05 8E-01 192,3 183,1 172,8 152,4 151,4 218,6 5,10 6E-34 18,7 33,2 41,1 4171,3 1674,7 33916
Lysozyme 3 GSSPFG00013328001.3-RA 5,68 3E-32 0,0 0,0 0,0 12,9 9,6 8,2 NA NA 0,0 0,0 0,0 24 0,1 0,9
Lysozyme GSSPFG00009284001.2-RA 1,35 6E-02 139,4 74,3 96,9 47,1 8,9 40,5 4,26 8E-45 4,9 12,7 12,0 327,4 386,7 449,5
HPL GSSPFG00003124001.5-RA =L 7E-03 2408,3 1464,6 1615,3 394,5 86,1 529,2 2,59 5E-32 242,7 397,1 346,0 2604,2 24249 2609,7
LLP2 GSSPFG00015057001.5-RA -1,97 2E-01 54 9,7 10,0 6,9 0,1 1,0 0,84 3E-01 25,4 54,6 69,4 108,0 54,2 41,7
PPAEL GSSPFG00006820001.3-RA -1,87 7E-03 2034,7 3136,6 1729,1 632,3 114,0 540,9 0,68 4E-01 7,7 6,6 56 16,7 58 4,6
PPAE2 GSSPFG00023419001.3-RA 1,82 4E-14 2,2 18 19 9,0 18,2 10,2 0,55 7E-01 0,3 13 0,6 2,2 0,2 0,6
PPAE3 GSSPFG00016025001.4-RA 0,31 3E-01 131,7 127,2 1716 157,2 159,4 285,8 0,10 8E-01 30,0 21,4 17,3 16,2 14,1 13,5
ProPO system PPO1 GSSPFG00021013001.3-RA -0,21 9E-01 339,5 2961,4 422,9 3466,0 380,9 170,0 1,61 2E-01 0,1 11 0,3 0,3 2,0 0,8
PPO2 GSSPFG00013976001.3-RA 0,49 7E-01 2394,8 6763,4 2774,0 14857,7 8211,7 1587,5 -0,08 9E-01 32 3,0 55 0,9 39 2,3
Phenoloxidase Inhibitor 1 GSSPFG00026064001.3-RA -0,35 3E-02 1321 154,2 139,0 114,0 87,1 96,8 1,79 3E-02 3,2 21,0 6,8 41,0 16,9 29,8
Phenoloxidase Inhibitor 2 GSSPFG00026063001.3-RA -0,13 8E-01 2,5 31 2,6 19 2,2 3,2 1,37 4E-01 0,0 0,4 0,5 1,0 0,1 15
Hdd23_1 GSSPFG00035416001.3-RA 3,20 2E-07 13,5 8,3 23,0 225,9 858,0 194,8 2,31 4E-02 0,4 18 16 22,6 4,9 2,7
Melanization-related Hdd23_2 GSSPFG00027451001.3-RA 1,29 2E-04 1378,7 1492,9 997,1 3421,5 7865,5 3586,9 1,54 1E-01 2,8 4,3 10,4 34,4 10,8 74
Hdd23_3 GSSPFG00027450001.3-RA 3,03 9E-06 90,6 39,2 87,1 725,2 4059,5 915,8 2,75 3E-02 0,0 0,2 1,4 6,0 16 2,9
SC-B1 GSSPFG00000448001.2-RA NA NA 0,7 0,0 1,1 0,2 0,0 0,0 -0,49 4E-01 70,1 94,4 99,7 13,2 44,3 53,6
GSSPFG00022478001.3-RA -0,96 3E-07 37,0 25,5 30,2 13,9 10,3 10,9 0,42 4E-01 7,0 4,4 6,2 33 73 57
sce3 GSSPFG00030499001.2-RA -1,05 5E-07 44,2 38,38 36,3 17,9 11,0 131 -0,59 4E-01 8,6 8,9 74 32 4,2 15
Scavenger GSSPFG00016871001.3-RA -0,89 2E-10 72,0 75,6 74,0 36,2 24,0 31,1 0,11 8E-01 13,9 15,7 18,0 9,4 10,7 10,9
GSSPFG00035217001.3-RA -0,98 3E-07 66,3 63,4 59,8 27,2 20,7 22,6 -1,42 5E-02 10,8 11,3 14,9 31 2,0 0,7
SC-B4 GSSPFG00003331001.3-RA 2,27 6E-23 1,0 1,2 13 8,5 16,3 9,9 -0,23 7€E-01 0,7 0,7 0,8 0,3 0,4 0,4
sc-C1 GSSPFG00022245001.4-RA 1,15 9E-05 168,5 214,5 160,1 576,3 367,0 835,8 -0,41 8E-01 0,6 0,9 2,1 0,0 1,6 0,9
Nimrod Nimrod-like GSSPFG00030471001.4-RA 0,59 2E-01 40,1 90,6 109,6 129,4 96,3 182,0 0,72 4E-01 0,7 0,4 0,6 0,4 0,9 1,0
Nimrod B GSSPFG00009711001.2-RA 0,38 3E-01 198,4 2783 437,9 370,2 404,6 489,8 0,31 4E-01 1675,4 1611,9 1429,2 1664,8 1053,3 1150,4
Eater (EGF-domain protein) GSSPFG00006073001.3-RA 1,28 5E-02 116,9 288,0 638,1 955,1 762,0 1360,0 1,55 1E-02 0,3 0,8 15 1,4 2,2 2,5
Eater Eater (EGF-domain protein) GSSPFG00005872001.3-RA 0,00 1E+00 224,7 323,0 387,1 3746 265,9 273,4 0,10 9E-01 2,4 11 2,6 12 11 15
Eater (EGF-domain protein) GSSPFG00035226001.3-RA 0,20 3E-01 859,7 1005,6 1099,8 13353 1205,7 1045,1 0,28 7E-01 4,3 3,2 6,1 57 19 3,8
DSCAM 1 GSSPFG00002917001.2-RA 0,64 2E-01 2,4 2,0 18 3,6 7,5 2,0 -1,13 9E-05 3,6 6,7 55 0,7 1,4 1,0




y Table 2. Hi ytes and fat body RNAseq results for S. frugiperda’s il genes. (A) genes pr y i in the S. frugiperda’s
Hemocytes Fat body
Category Gene name Transcript ID
Beta qual 1HCn15 3HCn15 5HCn15 1HCi15 3HCi15 5HCi15 Beta qual 1FBn15 3FBn15 5FBn15 1FBi15 3FBil5 5FBi15
DSCAM DSCAM 2 GSSPFG00007815001.3-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
DSCAM 3 GSSPFG00009803001.3-RA 0,51 4E-01 0,8 0,4 0,7 12 2,0 0,5 -0,25 7E-01 1,0 15 15 0,5 0,7 0,6
GSSPFG00019395001.3-RA -1,39 7E-01 0,9 0,0 10,1 2,8 0,0 0,0 1,01 2E-05 341,9 363,8 374,2 430,1 532,5 867,0
cecr GSSPFG00035412001.4-RA 0,61 8E-01 0,7 0,4 25,6 6,7 2,7 2,8 -0,07 9E-01 1031,1 1087,5 1063,4 1168,9 339,1 503,9
CLECT3 GSSPFG00018385001-RA 0,65 6E-01 0,0 0,3 0,4 1,5 0,2 0,3 2,87 4E-05 8,4 8.8 9,7 207,7 33,6 118,3
CLECTS GSSPFG00019474001.3-RA 0,26 8E-01 6,1 53 22,0 7,5 4,0 10,6 0,67 1E-01 968,3 917,6 1407,4 160,7 342,9 620,5
. CLECT6 GSSPFG00030461001.3-RA -0,68 2E-01 8728,7 6728,9 3547,6 4886,8 1759,1 3050,3 2,00 1E-04 15,9 12,9 30,7 131,0 65,9 60,6
ectin CLECT8 GSSPFG00010157001.3-RA NA NA 0,2 0,0 1,7 0,5 0,1 0,0 0,01 1E+00 103,2 137,1 105,2 84,5 45,1 82,7
CLECT (ccBV) GSSPFG00023677001.2-RA 1,99 9E-12 1260,8 923,2 1222,3 9269,4 11824,3 5023,7 1,99 4E-05 2,9 15 2,9 4,8 19,7 11,4
CLECT GSSPFG00034319001.3-RA -1,35 1E-02 425,2 375,8 188,2 137,4 40,3 93,4 1,65 8E-03 0,7 0,9 1,0 55 14 2,6
CLECT GSSPFG00002321001.3-RA NA NA 0,1 0,2 0,6 0,0 0,0 0,0 -0,62 6E-01 2,5 15 2,2 18 0,1 0,8
CLECT GSSPFG00007722001.3-RA NA NA 0,2 0,1 01 01 0,1 0,1 0,68 7E-01 1,8 3,9 4,0 13,5 1,1 3,1
Tepl GSSPFG00029897001-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 NA NA 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Tep2 GSSPFG00004059001-RA -0,53 4E-01 0,3 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 -2,09 1E-01 0,6 0,4 0,1 0,0 0,0 0,0
GSSPFG00029506001.3-RA -2,21 4E-02 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 -0,26 6E-01 2,2 3,6 1,6 11 1,4 0,8
Tep3 GSSPFG00035685001.2-RA NA NA 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 -0,67 1E-01 13 2,4 0,9 0,5 0,4 0,4
¢ GSSPFG00035689001.2-RA NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -2,03 6E-02 11 0,9 16 0,0 0,0 0,5
GSSPFG00015191001-RA -0,11 8E-01 5,1 46 5,0 55 5,8 2,6 0,04 1E+00 1,1 1,1 1,2 01 1,3 2,5
Tep4 GSSPFG00019322001-RA 50,21 8E-01 3,4 2,9 2,9 4,0 4,0 0,9 -1,64 2E-01 2,1 1,0 0,5 0,4 0,1 0,0
GSSPFG00033789001-RA -0,02 1E+00 5,6 4,6 4,6 59 7,0 2,6 -1,40 2E-03 2,0 1,4 15 0,1 0,3 0,3
Hemocyte aggregation Hemocytin GSSPFG00006887001.3-RA -0,04 9E-01 428,7 690,9 950,4 506,5 587,4 809,4 -0,52 4E-01 15 15 3,8 0,8 0,8 0,6
Hem GSSPFG00013702001.3-RA 0,04 9E-01 316 34,2 35,1 31,0 30,9 43,3 -0,01 1E+00 4,4 35 31 19 19 2,7
Basket GSSPFG00001856001.2-RA -0,16 5E-01 14,0 12,5 12,4 9,7 12,4 10,7 -1,18 2E-03 6,8 6,8 6,9 0,6 15 2,1
GSSPFG00007437001.3-RA 0,69 9E-03 166,4 169,7 121,3 242,9 435,3 252,0 0,58 6E-01 8,4 12,9 14,2 33,0 58 9,4
Fos (kayak) GSSPFG00035368001.5-RA 0,51 1E-01 72,3 57,2 52,9 85,9 153,8 75,2 1,64 2E-01 33 0,2 1,2 5,4 1,4 5,7
INK pathway GSSPFG00031472001.3-RA 0,29 3E-01 65,4 47,5 45,3 79,6 80,7 51,8 -0,19 7E-01 50 51 57 16 2,8 37
GSSPFG00004143001.2-RA 0,22 3E-01 13,8 12,8 11,8 171 14,7 15,7 0,86 7E-02 2,1 19 2,7 17 4,1 4,1
JNK-interacting protein GSSPFG00028025001.2-RA 0,12 7E-01 13,8 10,7 7,7 12,5 12,2 10,5 -0,42 8E-01 13 19 2,0 0,3 13 0,7
GSSPFG00032246001.2-RA 0,17 6E-01 16,0 12,3 9,6 16,1 18,0 10,8 -0,60 4E-01 2,2 19 15 0,2 0,8 12
c-Jun-like transcription factor GSSPFG00013034001.3-RA 0,10 7E-01 911,8 941,9 740,9 922,9 1041,5 875,7 0,33 5E-01 79,8 73,1 97,5 96,7 53,1 61,5
Domeless GSSPFG00032684001.3-RA -0,48 5E-03 6,2 58 4,7 4,1 34 2,8 1,01 3E-05 19 2,9 32 4,0 35 54
GSSPFG00031820001.3-RA 0,50 2E-01 11,5 10,5 63 6,7 71 35 1,55 2E-04 2,4 2,8 2,9 44 8,1 12,9
JAK (hopscotch) GSSPFG00035269001.3-RA -0,64 3E-02 10,1 9,6 7,1 54 4,6 39 0,78 1E-01 31 4,3 29 55 3,8 4,1
GSSPFG00027455001.3-RA -0,71 2E-04 10,6 121 8,5 59 53 4,1 0,10 9E-01 2,3 3,8 4,0 24 15 2,8
GSSPFG00035183001.3-RA -0,37 3E-02 21,6 28,7 18,6 16,7 15,7 14,3 0,94 8E-03 7,4 11,8 12,9 19,5 11,1 18,0
Jak/stat pathway GSSPFG00025681001.3-RA -0,30 4E-01 22,7 16,0 23,5 10,4 15,6 20,9 0,72 2E-01 7,2 13,9 9,6 4,7 17,2 21,5
GSSPFG00028290001.3-RA -0,49 2E-01 30,2 19,0 23,8 10,4 17,2 17,0 0,12 9E-01 79 10,9 8,0 8,5 74 3,2
STAT (unpaired) GSSPFG00012330001.3-RA -0,09 8E-01 339 25,4 23,2 22,0 24,6 27,7 -0,26 7E-01 10,5 14,7 20,7 4,8 8,7 71
GSSPFG00010537001.2-RA -0,27 3E-01 27,2 20,5 28,9 15,2 17,2 26,6 -0,61 2E-01 11,0 8,5 11,5 2,8 4,9 2,6
GSSPFG00003070001.3-RA -0,15 7E-01 15,5 15,6 19,6 16,0 12,8 14,2 -1,12 2E-01 58 54 79 12 2,2 0,6
PIAS GSSPFG00028727001-RA -0,29 1E-01 21,3 21,8 16,0 14,5 12,8 16,2 -1,09 1E-02 3,8 55 6,6 0,6 11 1,7
SOCs GSSPFG00011397001.3-RA -0,56 8E-03 11,4 12,4 10,0 6,4 55 7,2 -0,22 7E-01 2,9 3,6 3,0 11 15 2,0
Growth Blocking Peptide GSSPFG00016383001.3-RA -0,12 7E-01 342,0 502,4 541,9 409,3 294,6 518,9 0,47 1E-01 2008,0 2083,4 2081,4 1652,9 1925,6 2290,3
Growth Blocking Peptide BP 1 GSSPFG00035279001.3-RA 0,10 1E+00 36,2 188,5 98,5 287,5 127,4 24,4 -0,04 1E+00 0,2 0,5 0,3 0,2 0,1 0,2
Growth Blocking Peptide BP 2 GSSPFG00015829001.3-RA 0,09 1E+00 115,0 1292,9 435,0 2156,2 553,3 70,1 0,72 6E-02 3,5 2,0 2,5 2,5 2,7 4,7
Cytokine signaling P77 GSSPFG00018470001.2-RA 0,52 6E-02 53,3 43,5 28,1 61,9 81,9 60,2 3,61 2E-04 0,0 0,0 0,8 11,3 2,8 58
Insect cytokine parasitic peptide 1 GSSPFG00016385001.1-RA -0,19 8E-01 19 4,2 59 3,7 2,1 3,4 0,96 2E-02 1,7 4,0 34 52 3,8 4,3
Insect cytokine parasitic peptide 2 GSSPFG00016384001.1-RA -0,03 1E+00 129,0 186,3 213,1 174,4 118,3 224,2 0,62 2E-01 6,7 10,4 13,4 12,7 7,2 14,1
HCP (CSF) GSSPFG00002232001.4-RA 0,35 4E-02 40,5 38,5 45,4 52,5 58,1 64,0 0,63 1E-02 34,3 32,6 31,1 30,5 34,5 45,4
Others Spod-x-tox GSSPFG00030474001.1-RA 3,81 4E-27 51,2 24,7 70,1 1520,4 2404,3 2174,0 3,81 2E-15 0,9 2,7 12 61,0 26,3 371

The statistics of the transcripts that were considered as significantly (Sleuth : | Beta|>1; qval < 0.01; pseudocounts > 5 in all the samples of at least one condition) up- or down-regulated are highlighted in red and blue, respectively. The Beta value gives a biased estimate of the log2 fold change. The qualue (qval) is an equivalent of the adjusted p-value. The following columns
give the normalized pseudocounts (Kallisto) for each individual sample, with HCn15 and FBn15 corresponding to control larvae and HCi15 and FBi15 corresponding to infested larvae.



Supplementary Table 2. Hemocytes and fat body RNAseq results for S. frugiperdas immune genes. (B) Newly identified S. frugiperda s immune genes

Category Gene name Transcript ID Best blast hit (drosophila) Evalue Best blast ht (nr) Evalue Hemocytes Fat body
Beta aval IHCnIS  3HCn1S  SHCn1S WS 3HGIS  SHCilS Beta aval IFBnis_ 3FBnis  SFBnls  1FBiS  3FBIlS  SFBIIS
\md pathway SMARCC2 GSSPFG0O0006968001-RA |(AE003711) CG18740 gene product 3E-129  SWI/SNF complex subunit SMARCC2 isoform X1 0E+00 -0,41 1E-02 25,7 22,0 243 16,9 12,8 18,4 1E-07 86 83 9,8 0,4 13 14
BAP60 |(AE003491) Bap60 gene product OE+00 Brahma-associated protei 60 kDa isoform X2 0E+00 0,01 1E+00 49,4 46,0 429 47,9 47,6 435 SE-08 23,2 25,2 29,2 4,7 38 37
ol pathway RAK GSSPFG00031458001.2 A (A€0037601 o1 geme product 2633 intereukin 1 receptor-associated Kinase & ke 00 | o 2603 532 85 w02 290 248 539 5505 o o6 57 55 78 57
Snake-like 1 GSSPFG00033856001.1-RA |(AE003698) snk gene product 1E-46  Serine protease snake-like isoform X1 0E+00 2,43 6E-16 4,2 55 6,2 66,0 36,0 86,5 NA 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0 0,2
Snake-like 2 GSSPFG00033676001-RA |(AE003768) CG11843 gene product 2E-51  serine protease snake-like 0.0 -1,02 2601 144,1 173,0 3796 832 326 159,9 2,61 3E-08 133 53 71 28,6 101,6 90,6
Serine protease Easter-like GSSPFG00014676001.3-RA |(AE003708) ea gene product 7E-58  serine protease easter-like 0.0 0,66 6E-02 56 39 4,2 56 134 85 1,51 2E-06 17,2 46,0 32,0 68,8 734 97,1
Proclotting enzyme-like gene pr 9E-92  Proclotting enzyme-like 0E+00 3,37 7E-16 15 1.2 0,5 20,8 29,2 34,4 1,05 1E-01 0,6 05 0,6 18 04 11
BivsPie GSSPFGO0006329001 4-RA (A003480) 61299 gene product 26464 _venom serine protease BVSPike isoform X2 00 341 1603 o1 00 02 % 1s 21 150 £ 188 21 a5 1003 808 w64
Serpin 1 GSSPFG00012894001-RA |(AE003790) 5p4 gene product [alt 3] 2E-56  Alaserpin-like isoform X3 0E+00 1,70 A4E-24 62,7 51,9 773 278,7 406,1 356,9 0,61 4E-01 2210,5 1671,0 1198,6 3262,6 12155 1417,6
Serpin Serpin 2 GSSPFG00033226001.1-RA (AE003842) CG12172 gene product (Spn43Aa) 2E-34  leukocyte elastase inhibitor-like 0.0 1,04 8E-10 41,3 45,8 27,6 106,0 102,3 107,8 2,08 4E-07 4,4 73 6,1 43,1 178 274
Serpin 3 2] (spn778a) 1646 _serine protease inhibitor 778a-fike 00 043 1602 745 517 69,1 27 356 16,7 114 706 715 83,1 939 1678 1089 2036
oDC GSSPFG00007066001-RA |(AE003661) Ddc gene product [alt 2] OE+00  aromatic-L-amino-acid decarboxylase 0.0 2,28 B8E-56 39 43 4,5 43,7 42,8 36,9 1,53 2€-03 45,7 24,2 22,5 109,9 45,4 102,4
Yellow-like 1 |(AE003646) BG:DS00929.8 gene product (GABA-B-R1) 3E-153  L-dopachrome tautomerase yellow-f2-like 0E+00 2,80 1E-06 27 08 31 17,5 39,7 40,4 0,80 4E-01 07 42 21 36 13 32
elonization reated . 8063 7648 proteinyellowlke e | azs se07 847 36 2548 1195 79 s 036 se01 03 3 2 24 ) 12
GSSPFG00030587001-RA |(AE003698) CGB063 gene product (Yellow-f2) 6E-20  Protein yellow-like 1E-61 -1,25 3607 4723 426,9 240,0 112,7 92,7 106,8 NA NA 0,7 14 2,0 03 0,6 0,0
Punch ke GSSPFGO0009409001-RA [(A£003253) Pu gene product (alt 1] 7E128 GTP cyclohydrolase 1 isoform X1 0E+00 5,89 1E06 00 11 05 99,0 1159 798 0,00 9E.01 628 775 1427 33 160 542
Reeler-like GSSPFG00011310001.1-RA |(AE003643) BG:DS01068.5 gene product (I(2)34Fc) 1E-22  Putative defense protein Hdd11 1€-97 5,32 6E-17 0,9 0,9 2,8 2514 640,7 1269 0,24 9E-01 4,6 3,6 59 19,2 0,9 24
Kr homolog |(AE003612) Kr-h1 gene product 1E-117  Krueppe 1-like 0E+00 1,23 1E-03 29 55 82 14,3 229 16,0 0,03 1E+00 10,4 206 385 14,7 10,4 12,2
Kriippel-like Kr-like factor_1 |(AE003432) Bteb2 gene product (KIf15) 2E-33  Krueppel-like factor 6 BE-175 3,48 2605 09 14 73 44,0 53,9 1358 3,60 4E-05 0,2 08 04 1838 2,6 20,7
Kr-like factor_2 GSSPFG00032832001.1-RA |(AE003589) CG4427 gene product (Cbt) 7E-47  Krueppel-like factor 10 2E-154 1,08 4E-07 50,4 44,8 32,5 95,0 152,1 128,5 -0,63 4E-01 36,9 83,2 171,3 20,1 29,1 28,3
Integrin Integrin a-PS1. (GSSPFG00011441001-RA |(AE003491) mew gene product OE+00  Integrin alpha-PS1 isoform X1 0E+00 -1,51 8E-03 32,9 335 245 14,8 3,0 63 -0,30 3E-01 13,1 18,9 179 50 74 10,1
Integrin pike GSSPFGO000086S001 FA A " integrn beta pat 3k e | i ) 7 69 72 190 54 192 A A Ph 52 o5 50 22 00
T ke 1 ) 2620 Tetwaspanin1 Se106 | 315 20 01 ) e 7 22 1 076 o1 s o5 05 05 2 05
retraspanin Tep-like 2 (Tsp39D) 8£26 CD63 antigen 66135 158 1£.09 2048 1597 3044 06,2 9475 12760 0,06 9E.01 73 891 686 29,7 310 69,3
Tsp-like 3 1-RA G9496 ge 8E-60  CD63 antigen-like 4E-175 1,52 4E-13 13,6 9.4 153 51,1 735 48,9 0,10 8E-01 21,0 195 11,1 9,4 14,2 95
Teplike 4 |iAc003842) BeDNA:GHO7074 gene product (Tspazed) 262423 kD3 integral membrane protein ke soform X1 s | 158 7620 3256 3531 5008 15313 20326 20773 021 stoL 1601 714 1937 1535 202 75
Hemolin -RA [(AE003442) Nrg gene product 1625 Hemolin-ike protein 36102 632 5645 03 02 04 1122 3844 1417 114 5E01 136 250 853 2811 233 28,2
HMCN-like (GSSPFG00002810001-RA |(AE003822) Lac gene product 1E-04  Hemicentin-like protein 2 4E-25 1,89 1E-38 133,0 92,3 137,0 7158 876,6 766,5 NA NA 14 0,0 0,4 0,2 12 0,0
Ced-6-like |(AE003833) ced-6 gene product [alt 2] 6E-40  PTB domain-containing adapter protein ced-6 isoform X3 2E-111 2,01 2612 69 6,3 89 52,5 36,0 84,4 217 7E-08 9,0 171 18,1 87,5 43,1 1034
Caoap GSSPFGO0030744001 FA (A£003664) CacAPr gene product 155 NA - 149 ) 20 4 17 7% 109 52 7 seo1 02 03 02 o1 o1 o1
RhoGARIke_1 GSSPFG00032011001-RA |(AE002567) EG:23E12.2 gene product (RhoGAP1A) 4E-05  Rho GTPase-activating protein conundrum isoform X6 0E+00 79,1 83,4 62,5 27,4 11,1 13,6 1E-02 2,0 24 23 02 03 01
- - " Rho GTPase-activating protein conundrum isoform X4 2621 203 290 2,7 86 37 a8 NA 04 04 09 00 00 00
Phagocytosis-related RhoGAP-like_2. GSSPFG00014126001-RA -—-NA--- - Rho GTPase-activating protein conundrum isoform X2 2E-16 1365 1238 110,0 33,6 136 236 NA NA 45 58 1,7 0,0 0,0 0,0
Rabex--like GSSPFG00010207001-RA |iaE003471) G139 gene product (Rabex5) 1651 RabS GOP/GTP exchange factor isoform X2 oeo0 | 275 476 233 320 21 199 S48 3882 024 seoL 116 100 1,2 193 44 66
G808 1642 Rabenosyns 26105 | 150 926 19 206 190 708 w19 55 007 seo1 55 51 54 B 104 96
Rabenosyn-like GSSPFG00015654001-RA |(AE003620) CG8506 gene product (Rbsn-5) 8E-31 Rabenosyn-5 2€-94 1,22 3E-11 12,2 11,2 16,0 46,1 383 47,4 1,65 6E-09 79 108 11,0 24,8 39,8 28,7
‘ATPase subunit | [(A£003722) BDNALD21735 gene product (Vha100-2) OE+00 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform X3 0E+00 138 1623 66,1 792 82,6 2791 366,2 2586 0,29 2601 97,3 776 84,0 23 329 398
I GP150-like. gene product [alt 1] 2691 it homolog 1 protein 0E+00 138 6E-21 50 64 a1 214 206 187 0,05 901 1208 1485 1152 87,3 593 69,9
Tg-like GSSPFG00016279001-RA |(AE003619) CG7356 gene product (Tg) OE+00  Annulin isoform X1 0E+00 6,13 1E-36 0,6 0,6 2,1 3715 317,1 640,0 0,74 3E-01 15,2 108 9,8 27,4 6,9 16,2
rakstat ViRSKie GSSPFG00022150001 1A [(A£003746) 6313 gene product 0E100_Ankyin epeat domain-containing protein 17 [l ) seo1 288 PRy 267 55e 392 256 e = 21 1 55 Ts % 2
|Cytokine SOCS-like GB146 ge 4E-07  Suppressor of cytokine signaling 2-like isoform X1 0E+00 2,19 2€-12 28 1,7 4,1 22,4 32,6 19,4 1,20 7E-03 3,1 2,5 3,5 9,0 3,6 6,4
TGF-B BAMBI-like (GSSPFG00016422001-RA |-—-NA--- - BMP and activin membrane-bound inhibitor homolog isoform X1 2E-33 -1,49 2E-04 17,3 26,3 20,2 43 28 7,8 -0,34 7E-01 12,6 16,2 17,9 18 12,6 11,5
nsulin recep o (A£003678) o gene product 7611 Insulin receptor substrate 2.8 soform X1 o | 1 s 104 ) 70 277 s 74 05 %0 s 28 2 25 5s s
\nsulin signaling Insulin receptor substrate 2) |(AE003628) fip gene product 4E-20  Insulin receptor substrate 1 0E+00 1,41 1E-12 7,8 7.0 5,6 20,6 35,0 28,0 -1,03 7E-02 11 26 23 03 04 0,4
Insulin-like growth factor II-1 (IGF-II-like 1) (GSSPFG00019134001-RA |-—-NA--- - Insulin-like growth factor Il isoform X2 4E-20 2,70 7E-12 419 16,5 28,1 267,1 619,2 3775 -1,32 8E-05 16,8 25,4 40,7 35 33 58
insulin ke growih factor 1.2 (1GF-IHike 21 GSSPFGO0018286001 FA e el ke growth factor 1l isoform X2 e | am sE10 271 100 24 752 502 2600 028 7e01 s e 77 23 s 72
Signaling LRR flightless-interacting 2-like (LRRFIP2-like) GSSPFG00033125001-RA |---NA--- - Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 2 isoform X1 2E-44 1,38 1E-09 43 6,8 5,0 23,0 153 26,2 0,60 SE-01 0,4 0,9 0,4 0,6 0,9 03
Tt w - ~ e Sk weos | 193 7506 s 52 19 302 30 52 157 150 s18 s 52 213 707 926
Lectin Galectin 1 GSSPFG00017106001-RA --NA--- - galectin-9-like isoform X1 2E-08 5,05 7E-10 45,7 4,2 36,2 2747,0 3590,5 2732,3 3,77 8E-06 0,0 03 0,4 93 19,8 7,0
Galectin2 GSSPFG00023989001-RA |ia£003550) 611372 gene product (Galectin) 5E17_Galectin-Slike isoform X2 160 [ 137 401 58 4 59 124 374 197 66 3e0L 121 a3 37 17 20 16
Prike 1 GSSPFGO003001700L7A . "~ inducible metalloproteinase nhibitor protenke =l =) o0 ) 00 o) 61 208 A A o0 ) 00 00 00 )
IMPI-like 2 GSSPFG00030015001-RA |(AE003536) HmI gene product 9E-05  Inducible metalloproteinase inhibitor protein-like 8E-33 4,65 4E-08 0,0 0,0 08 15,9 18,3 23,5 NA NA 0,0 10 0,1 0,0 0.2 0,6
IMPI-like 3 |—-NA--- - Inducible metalloproteinase inhibitor protein-like 1E-86 2,68 2622 70,2 32,0 56,2 604,7 7084 895,9 237 3E-01 0,0 38 25 58 17 87
et WpLike 3 GSSPFGO0027637001FA -  nducible metalloproteinase inibitor poteinike o1 | 230 2607 514 42 569 2913 S22 35,1 181 0 57 29 a 216 13 86
IMPI-like 4 |---NA--- - Inducible metalloproteinase inhibitor protein-like 4E-75 6,87 1E-10 0,0 05 17 217,8 419,5 607,8 -0,02 1E+00 42,8 43,6 295 12,3 49,9 17,1
IMPLike 5 GSSPFGO0030012001-7A - " inducible metalloproteinase Inhbitor proten-ike sees | 64 w8 0s 02 03 1650 2508 s 162 eco1 00 17 5s is 57 109
IMPI-like 6 GSSPFG00030011001-RA -—-NA--- - Inducible metalloproteinase inhibitor protein-like 3E-82 5,43 3E-28 0,0 0,1 0,0 8,1 13,1 118 NA NA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,4
IMPI-like 7 |--NA--- - Inducible metalloproteinase inhibitor protein-like 8E-70 4,99 TE-43 04 0,4 05 69,3 93,8 50,8 NA NA 0,0 03 0,1 11 03 1,0
ROS-related SOD-like 3RA 69027 2] (S0d3) 2646 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 2-like 36101 116 506 474 27,0 24 1146 1147 1330 38 7601 1346 67,7 326 195 532 191
REPAT27 GSSPFG00027601001.2-RA ---NA--- - Uncharacterized protein LOC111364792 1E-59 2,61 2€-07 18,1 10,4 252 112,0 399,5 263,7 2,47 1E-02 2,0 39 35 79,5 82 153
others REPAT30 GSSPFGO0030102001.2-RA [(A£003820) 613323 gene product 9E.07 _Probable salivary secreted peptide 1E61 138 705 539 261 359 1145 244 1365 0,66 7601 628 350 139 1246 351 104
REPAT46 GSSPFG00033025001-RA -—-NA--- - Uncharacterized protein LOC111361942 1E-60 3,32 1E-15 1,1 0,5 0,4 13,9 20,2 234 NA NA 0,0 0,0 0,0 2,1 02 1,7
Hdd1-like GSSPFG00026567001.2-RA |-—-NA--- - Uncharacterized protein LOC111364792 3E-57 1,38 6E-06 484,2 347,2 471,6 1061,1 2448,9 1856,8 0,47 4E-01 11,5 6,8 7,6 11,4 7,0 6,4

The statistics of the transcripts that were considered as significantly (Sleuth
HCi15 and FBi15 corresponding to infested larvae. Blast hits on the drosoph and nr NCBI databases were obtained by blastx with the Blast2GO sofware.

|Beta|>1; qual < 0.01; pseudocounts > 5 in all the samples of at least one condition) up- or down-regulated are highlighted in red and blue, respectively. The Beta value gives a biased estimate of the log2 fold change. The gvalue (qval) is an equivalent of the adjusted p-value. The following columns give the normalized pseudocounts (Kallisto) for each individual sample, with HCn15 and FBn15 corresponding to control larvae and




TSupplementary Table 3. Hemocytes and fat body RNAseq results for the Unk and GBH putative new immune genes

Hemocytes Fat body
Category Gene name  Transcript ID

Beta qval 1HCn15 3HCn15 5HCn15 1HCi15 3HCi15 5HCi15 Beta qual 1FBn15 3FBnl5 5FBn15 1FBil5 3FBil5 5FBil5
Unk1 GSSPFG00030863001-RA 0.66 6E-01 57 6.1 14.1 66.0 53 9.9 7.17 2E-201 4.9 4.4 37 3543.8 2240.8 4791.4
Unk2 GSSPFG00026931001-RA -0.10 9E-01 1.7 14 1.7 1.4 1.8 1.2 3.68 2E-41 9.2 216 10.9 295.9 277.2 342.0
Unk3 GSSPFG00026933001-RA 2.75 2E-02 0.2 0.8 0.5 39.1 2.0 4.4 8.04 8E-160 2.7 1.6 11 3404.7 2507.6 3836.0
Unknown cluster GSSPFG00022683001-RA 5.13 8E-05 0.0 0.0 0.0 49.0 13 20 10.52 4AE-44 0.0 0.0 03 2589.1 1474.0 22225
unit GSSPFG00026935001-RA NA NA 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 1.0 10.83 2E-197 0.0 0.0 0.0 1567.4 1304.0 1678.9
GSSPFG00022684001-RA 2.19 4E-03 2.0 19 16 56.2 7.0 10.6 6.02 1E-172 4.7 7.4 5.8 949.2 1916.5 1653.3
unks GSSPFG00026936001-RA 111 9E-03 0.5 0.4 0.6 1.9 0.8 23 6.06 3E-40 10.3 9.2 37 2087.0 1018.2 2700.5

GBH1 GSSPFG00026945001-RA 5.56 2E-21 0.0 0.1 0.0 7.5 22.2 129 NA NA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2

Genes with Bacterial Homlogy GBH2 GSSPFG00035796001.1-RA 2.82 3E-04 0.1 0.0 0.0 0.7 11 13 3.11 1E-01 0.0 03 0.0 0.5 104 0.2

GBH3 GSSPFG00011909001.1-RA 6.99 6E-125 29 2.8 29 1733.9 4213.0 3962.2 5.94 1E-23 0.0 0.0 0.0 25.8 5.6 11.4

The statistics of the transcripts that were considered as significantly upregulated (Sleuth : Beta>1; qval < 0.01; pseudocounts > 5 in all the samples of at least one condition) are highlighted in red. The Beta value gives a biased estimate of the log2 fold change. The gvalue (qgval) is an equivalent of the adjusted p-value. The following columns
give the normalized pseudocounts (Kallisto) for each individual sample, with HCn15 and FBn15 corresponding to control larvae and HCi15 and FBi15 corresponding to infested larvae.
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Supplementary Fig 3
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Supplementary Fig 4
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lll. Recherche des fonctions de potentiels nouveaux effecteurs de
I'immunité fortement surexprimés en réponse au CNB

A l'issue de ces analyses descriptives, 'aspect que nous avons voulu clarifier en premier est
celui de la participation des clusters des UNKs et des GBHs aux réponses de I'insecte au CNB.
Comme indiqué précédemment, plusieurs génes de ces clusters sont parmi les plus fortement
surexprimés apres infection, aussi bien dans les hémocytes et le corps gras que dans l'intestin
moyen. Certains UNKs sont également parmi les premiers génes surexprimés au cours du
processus infectieux. Nos résultats indiquent de plus que les UNKs et les GBHs présentent des
profils d’expression tissu- et partenaire-spécifiques, ce qui suggere qu’ils ne sont pas
simplement induits en réponse a un stress, mais qu’ils sont impliqués dans des aspects
particuliers de la réponse de I'insecte au CNB.

L'étude des fonctions de ces genes sur le modeéle Spodoptera frugiperda ne peut étre
facilement réalisée via les techniques de manipulation génétique qui ont été utilisées sur les
modeles Drosophila melanogaster et Manduca sexta. Tout d’abord, comme chez divers
Iépidoptéres, I'extinction de I'expression des génes par ARN interférence n’a que rarement
fonctionné sur I'espece S. frugiperda (Terenius et al., 2011 ; Yoon et al., 2017). Par ailleurs, les
méthodes de mutagenese dirigée sont encore longues et coliteuses a mettre en place sur ce
modele. Afin de caractériser les fonctions des genes UNKs et GBHs, nous avons donc décidé
dans un premier temps d’utiliser une combinaison d’analyses bioinformatiques de leurs
séquences nucléotidiques et protéiques et de tests d’activité sur des protéines et peptides
produits a partir de séquences théoriques. Les premiers résultats obtenus sont présentés

dans cette derniére section.

A. Matériels et méthodes

1. Analyse in silico des séquences nucléotidiques

Les annotations automatiques des génes UNKs et GBHs ont été vérifiées a |'aide des versions
OGS _2.2 et OGS _5.0 du génome de Spodoptera frugiperda, qui ont été obtenues a partir
d’individus et de séquencages indépendants. Elles ont été analysées manuellement sur la
plateforme bioinformatique BIPAA de I'Institut National de la Recherche Agronomique

(https://bipaa.genouest.org/is).
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La recherche de motifs de fixation de facteurs de transcription au sein des clusters des UNKs
et des GBHs, ainsi que des clusters des défensines, moricines et cécropines de S. frugiperda, a
été réalisée a 'aide de la suite logicielle MEME (Bailey et al., 2009). Les séquences consensus
correspondant aux motifs kB de diverses espéces du genre Drosophila (GGRDNNHHBS ;
Copley et al., 2007) ou de |'espece Drosophila melanogaster (GGGAAAACCC, GGGGATCCCC,
GGGGATTTTT ; Busse et al., 2007) ont été recherchées a I'aide de I'outil MAST (Bailey and
Gribskov, 1998). Les recherches de motifs sans a priori ont été réalisées a I'aide de I'outil

MEME (Bailey and Elkan, 1994).

2. Analyse in silico des séquences protéiques

Les séquences protéiques UNKs et GBHs ont été alignées a I'aide de I'outil en ligne Multalin
(Corpet, 1988). Les recherches de peptides signaux ainsi que de domaines fonctionnels au
sein de ces séquences ont été réalisées a 'aide des outils d’annotation SMART (Letunic et al.,
2018) et InterProScan (Jones et al., 2014). La recherche de propeptides potentiels a été
réalisée a I'aide de I'outil de prédiction des sites de clivage des proprotéines convertases de
type Subtilisin/Kexin ProP (Duckert et al., 2004).

Pour les séquences protéiques courtes et susceptibles de coder des PAMs, la composition en
résidus glycine, proline et cystéine, ainsi que le point isoélectrique théorique ont été
déterminés a 'aide de ProtPARAM (Gasteiger et al., 2005). Les structures secondaires des

peptides théoriques ont été prédites avec I'outil CFSSP (Kumar et al., 2013).

3. Production d’UNK1 et de la Cécropine C par synthése chimique

Le peptide UNK1 et la Cécropine C de S. frugiperda ont été produits par synthése chimique sur
support solide (méthode SPPS, pour solid phase peptide synthesis) par I'entreprise
ProteoGenix (Schiltigheim, France). Pour 'UNK1, 100 mg de poudre lyophilisée a 59% de
pureté ont été obtenus puis dissous dans 1.2 mL de solution a pH neutre de 10 mM Tris-HCl,
50 mM NaCl:Acetonitrile (3:1) afin d’obtenir une suspension a environ 5,9 mM de peptide.
Pour la Cécropine C, 100 mg de poudre lyophylisée a 55% de pureté ont été dilués de la méme
maniére pour obtenir une concentration équivalente. Les deux suspensions ont été stockées a

-20°C avant utilisation.
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4. Production d’UNK4 en systeme bactérien

4. a. Synthése de l'insert

Les ADNc correspondant au géne UNK4 ont été obtenus par transcription inverse des ARNs
totaux de corps gras de larves S. frugiperda exposées au CNB pendant 10 heures. Les
protocoles et réactifs utilisés sont indiqués dans les articles 1 et 2. Les ADNc ont ensuite été
amplifiés par PCR haute fidélité a I'aide du kit iProof™ High-Fidelity DNA Polymerase (Bio-
Rad). Les amplifications ont été réalisées dans un thermocycleur T100 (Bio-Rad), avec une
phase de dénaturation initiale de 5 min a 98°C, 5 cycles de 30 sec de dénaturation a 98°C, 1
min d’hybridation a 55°C et 1 min d’élongation a 72°C, puis 35 cycles de 30 sec a 98°C, 1 min a
60°C et 1 min a 72°C suivis d’'une phase d’extension terminale de 10 min a 72°C. Les amorces
(F: 5-GGA-ATT-CGA-CCT-ATT-TCA-TTG-TAC-ACC-3’; R: 5’-CCG-CTC-GAG-CTA-TTT-TTC-TTT-
GGC-TGC-TG-3’) ont été dessinées a l'aide du logiciel Segbuilder (DNASTAR), de facon a
obtenir une séquence d’ADN correspondant au peptide UNK4 dépourvu de son peptide signal
et a ajodter un site de restriction EcoRl en 5’ de la séquence et un site de restriction Xhol en
3’. La taille du produit de PCR a ensuite été vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose a 1%

(Figure 15A).
4. b. Clonage de l'insert dans le vecteur d’expression

Les amplicons ont été clonés dans le vecteur d’expression pET28a(+), qui comprend un géne
de résistance a la kanamycine, un promoteur T7, un opérateur Lac et une séquence codant
une étiquette histidine en amont d’un site de clivage a la thrombine. 150 ng de vecteur ou 1.5
pg d’amplicon ont été préincubés 1 h 30 a 37°C dans un volume total de 56 L contenant 6 pL
de tampon 10x CutSmart (Biolabs). 2 uL d’enzyme Xhol et 2 uL d’enzyme EcoRI a 10 U/uL
(Biolabs) ont ensuite été ajoutés et les ADNs ont été digérés pendant 1 h a 37°C. Les produits
de digestion ont été purifiés a I'aide du kit DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research), et
leurs intégrités ont été vérifiées par électrophorése sur gel d’agarose a 1% (Figure 15B). 50 ng
de vecteur et 150 ng d’insert ont ensuite été incubés une nuit a 4 °C avec 1 uL de T4 DNA
ligase a 5 U/uL (Thermofisher Scientific) et 5 uL de tampon Rapid ligation 2x (Promega) dans

un volume total de 10 pL.
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Figure 15 : Contréles de la taille et de l'intégrité de I'insert et du vecteur au cours

du clonage et apres transformation de la bactérie productrice. Les contréles ont été
effectués par électrophorése sur gel d’agarose a 1%. (A) Contrdle de I'amplification d’UNK4 par
PCR haute fidélité. La taille attendue pour I'amplicon est de 534 pb. (B) Controle de I'intégrité de
I'insert et du vecteur pET28a(+) aprés digestion enzymatique par EcoRl et Xhol. (C) Contréle de
I'intégration de l'insert dans le vecteur aprés transformation de Escherichia coli Rosetta Gami2.



4. c. Transformation de la bactérie productrice

La production du peptide a été réalisée dans la bactérie compétente Escherichia coli Rosetta
Gami2. La transformation de la bactérie par électroporation a été initiée par ajo(it de 3 uL de
suspension contenant les produits de ligation a 40 pL de suspension bactérienne dans un
électroporateur Gene Pulser Xcell (Bio-Rad) réglé a 2,5 kV et 25 pF. Les bactéries ont ensuite
été incubées 1 h a 37°C dans 500 uL de milieu nutritif superoptimal avec inhibition
catabolique (SOC).

La sélection des bactéries ayant acquis la résistance a la kanamycine a été réalisée sur gélose
nutritive ordinaire (GNO) supplémentée avec 34 pg/mL de chloramphénicol, 50 pg/mL de
streptomycine, 12.5 pug/mL de tétracycline et 20 pug/mL de kanamycine. Les clones ayant
intégré l'insert ont ensuite été sélectionnés par PCR sur colonie. Les réactions de PCR ont été
réalisées dans un volume total de 20 pL contenant 1 pL d’amorces a 10 uM, 0.25 uL de Taq
DNA polymerase (Invitrogen) a 5 U/uL, 2.5 uL de dNTP a 2 mM et 1.5 puL de MgCl,. Un
thermocycleur T100 (Bio-Rad) a été utilisé, avec une phase de dénaturation initiale de 5 min a
98°C et 30 cycles de 30 sec a 98 °C, 1 min a 60°C et 1 min a 72°C suivis d’'une élongation
terminale de 10 min a 72°C. La présence de l'insert a été déterminée par électrophoréese sur
gel d’agarose a 1% (Figure 15C).

L'unique clone sélectionné a ensuite été mis en culture une nuit a 37°C dans 5 mL de milieu LB
supplémenté avec les antibiotiques indiqués précédemment (section A/ 4. c.). Aprés une nuit,
1.6 mL de la culture a été conservé a -80°C dans du glycérol a 20% et les 3.4 mL restants ont
été utilisés pour purifier I’ADN plasmidique des bactéries avec le kit GenElute
PlasmidMiniPrep (Merck). La séquence correspondant a l'insert a ensuite été séquencée par
I'entreprise MWG Biotech (Ebersberg, Allemagne) a l'aide d’amorces spécifiques du
promoteur et du terminateur T7 localisés de part et d’autre de l'insert au sein du plasmide
pET28a(+). La validité de la séquence insérée dans le clone a ainsi pu étre confirmée par

alignement avec la séquence théorique de l'insert (Figure 16).
4. d. Production et purification

La production de la protéine UNK4 par les bactéries transformées a tout d’abord été vérifiée
dans 25 mL de milieu LB supplémenté avec 20 pg/mL de kanamycine. La culture a été
ensemencée avec 1 mL de préculture du clone sélectionné, puis placée a 37°C sous agitation.

A 'obtention d’une densité optique a 600 nm de 0.5 a 0.7, I'expression d’UNK4 a été induite
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Insert TARTACGAC TCAL TATAGGGGAAT TG TGAGCGGRTARCARTTCCCCTCTRGARRTART TTTGTTTARCTT TRAGRAGGAGA TRTAC CRTGHGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCEECCTGE
Insert Th THRTRCGACTCRC TATAGGEGAATT6TGAGCGGA TRACARTTCCCCTCTAGAARTART TTTATTTARCTTIARGRAGEAGA THTAL (ATHEECAGCAGCCATCATCATCRTCAT CRCAGUAGLEGLCT 66
Consensus TRATACGACTCAC TATHGGEGAAT TG TGAGLGGATARCART TCCCCTCTAGRARTAATTTTGT TTAACTTTARGARGEAGATATAC (AT GEECAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGECCTGE
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Insert Th 16CCGCGEGGCRGCCATATGEE TRECATEAL 166 TEGACAGCARN T GEGTEGCGEHTCCGRAT CCTRTTTCATTGTACRCCARCGCRCGGERARGE TGGTCATTTCACTE TTRRRCACAR TGRCAC
Consensus TGLCGLGCGECAGCCATATEGE TAGCATGAL TG TEGACAGCARATGEGTCGCGEATECGARTTOGRCCTATTTCATTGTACACCARCGEACGGCARAGL TGETCATETCACTL TTARRCACARTGACAC
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Insert Th {ICCTARRCATCC TGTAGLCATGARRACAGAGGARGARGE TARGAGCCLGTTCGCARC TRAGGARCTL TETAC TARTGGGEC TCCCTCCTGTATATATEGTGCCTTRTTCATTTGICCGTCCATACCCTATG
Consensus [TLL TARRCATCC TGTAGCCATGARART AGAGGRAGAAGE TARGAGCCLGgTCGCARC TARGGARCTCTCTAC TARTERGCTCCCTCCTGTATATATCGTGCCTTATICATTTGTCCGTCCATACLCTATG
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Insert ThiC TGTRTATTGETCARCAGTC TCAGEARCA TCTCAGTCAACGGCC TCAGCAGGATC TCAGTCACAAGCC TCAGCAGEATCTCAGTCACRAGCCTCRGCAGGATATCAGTERACAGCC TCAGCAGEATCTLA
Consensus CTGIATATTGETEAACAGTC TCAGLARCATCTCAGTCARCGGEL TCAGCAGGATE TCAGTCACARGCC TCAGLAGEATCTCAGTCACARGCL TCAGCAGEATATCAGTCARCAGCL TCAGCAGERATCTCA
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Insert Th 6TCARCAGCE TCAGCAGGATCCCCARC TACAGAC TCTGT TATATGCCCCACCATTCATTCTACCTGATGGATATTTTGTATTCCCTTTAGCCTCCCCGATCLCCTGCTACT TACGACCACCARARTTCTLE
Consensus & TCARCRECC TEAGEAGGATCCCCARC TRCAGRC TCTGT TATATGCCCCACCATTCAT TCTACCTGATEGRATATTTTGTATTCCCTTTAGCCTCCCCGATCCC TRCTAC TTACERCCACCARARTTCTCE
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Insert IGTCGTGGARAAC TCTCARGT TCCTT TAARC TCARRRTARCGCCG T TRCAGCNECCANNGARAR TCGAGCACCACCACCACCACCAC TGAGRTCCELLTLL TARCANNGE CCGARRGGANGC TGRG
Insert Th TR TCGTGGARARET TCTCARGT TECT TTARC TCARARTARCGCTE TTACAGCAGCCANAGARA CGAGCACCACCACCACCACCAC TGAGATCCGGC TG TANC AAAGE CCGANAGGARGL TGNG
Consensus [T TCGTGEARRRL TCTCARGTTECT TTAAC TCRARATARCGCTE TTRCAGCAGCCAARGARAR TCGAGCACCACCACTACCACCAC TGAGRTCCREL TGE TARCRRAGL CCGRARGGARGC TGAG
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Insert TTGGCTECTRCCACCGLTGARCARTARCTAGCATARCCCE TTHEGGCE TLTARRCGGETCTTGAGGEETTTTTIG
Insert Th TTRGCTECTGCCACCHETEAGCARTRRCTAGCATARCCCLTTGEGECCTCTARRCGEETCTTGAGGGETTTTTTE
Consensus TTGGCTECTGECACCGETGAGCAATAACTAGCATARCCCE TTEEGGCCTCTARRCGEE TCTTGAGGEETTTITITE

Figure 16 : Validation de la séquence de l'insert aprés transformation de la

bactérie productrice. La séquence de l'insert intégré dans les bactéries Escherichia coli
Gami2 a été obtenue par séquencage Sanger puis alignée a sa séquence théorique (Insert Th).
Les encadrés violets correspondent aux codons start et stop de 'ADNc UNK4, I'encadré bleu
correspondant a la séquence codant la protéine UNK4 et le trait vert correspond a la séquence
codant I'étiquette histidine.




par ajolt d’IPTG a une concentration finale de 0.5 mM. Des aliquotes de la cuture ont été
prélevés au temps 0O, puis aux temps 0.5, 1, 3 et 5 heures. La densité optique de la culture a
été mesurée en paralléle, afin de normaliser le nombre de bactéries par aliquote. Les
aliguotes ont ensuite été centrifugés 15 min a 5000 g, puis les culots bactériens ont été
solubilisés dans 25 uL de tampon de charge a pH 6.8 (Tris a 3.2 M, Glycérol a 0.2 M, Bleu de
bromophénol a 13.4 M, SDS a 2.9 M dans de I'’eau milli-Q, HCI) supplémenté avec 0.5 pL de B-
mercaptoéthanol (Biorad). Aprés une incubation de 10 min a 95°C, les échantillons ont été
déposés sur gel de polyacrylamide a 20% pour une migration de 5 heures a 150 V, 400 mA et
100 W. La taille et I'induction de la production de la protéine ont été vérifiées par coloration
du gel au bleu de Coomassie (Figure 17A). La production de la protéine UNK4 a grande échelle
a été réalisée dans les mémes conditions, dans 1 L de cuture bactérienne. Aprés 5 heures, la
totalité de la culture a été centrifugée a 5000 g et les culots bactériens ont été lavés deux fois
dans du PBS avant d’étre conservés a -80°C.

La protéine UNK4 a ensuite été purifiée sur résine Ni-NTA (Nickel nitrilotriacétique) — agarose
(Fisher Scientific). Les culots bactériens ont été resuspendus dans 10 mL de PBS, puis soniqués
10 fois 10 sec sur glace a I'aide d’un sonicateur Vibra-Cell (Fisher Scientific). Les débris ont
ensuite été centrifugés 15 min a 3000 g et le surnageant a été incubé une nuit a 4°C avec 1 mL
de résine Ni-NTA-agarose, sous agitation douce. La résine a été centrifugée 2 min a 1000 g,
puis lavée 5 fois dans du PBS. Les protéines retenues grace a leurs étiquettes histidine ont été
éluées avec 0.5 mL de PBS contenant 250 mM d’imidazole (Sigma-Aldrich), puis avec 0.5 mL
de PBS contenant 500 mM d’imidazole. La pureté des échantillons a ensuite été évaluée par
électrophorese sur gel de polyacrylamide a 12 % selon le protocole indiqué précédemment
(Figure 17B). La concentration en protéines des éluats a été estimée par la méthode de
Bradford (Bradford, 1976) a I'aide d’un spectrophotométre Infinite 200 (Tecan) et d’une
gamme étalon. La concentration de suspension protéique obtenue était d’environ 0.12 mM,

puis elle a été conservée a -20°C jusqu’a utilisation.

5. Antibiogrammes

Les activités des UNKs produits vis-a-vis de X. nematophila et d’autres bactéries a Gram
négative ont été évaluées par antibiogramme sur gélose de Mueller-Hinton. L’activité d’UNK4

a été testée vis-a-vis des especes Xenorhabdus nematophila (souche F1), X. bovienii (souche
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Figure 17 : Controle de la production de la protéine UNK4 et estimation de sa pureté apres

passage sur résine Ni-NTA. La production et la pureté de la protéine UNK4 ont été contrdlées par
électrophorése sur gel de polyacrylamide a 12%. (A) Protéines extraites par sonication de Escherichia coli
Rosetta Gami2 a différents temps aprés induction de la production d’UNK4 par ajo(t d’IPTG. La quantité de
bactéries lysées a été normalisée entre les différents temps. (B) Protéines obtenues aprés sonication (S), lavage
sur résine Ni-NTA (L), élution a 250 mM d’imidazole (E1) et élution a 500 mM d’imidazole (E2).



CS03), E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens et Enterobacter cloacae. En
raison d’'une faible quantité de peptide UNK1, ses activités n’ont été testées que sur les
especes X. nematophila (souche F1), X. bovienii (souche CS03), E. coli et E. cloacae. Les
bactéries ont été cultivées dans 5 mL de milieu LB a 28°C (X. nematophila et X. bovienii) ou a
37°C (autres bactéries) jusqu’a obtention d’une densité optique a 600 nm de 0,8. Les
suspensions ont ensuite été diluées par 1000 (X. nematophila F1, X. bovienii CS03) ou par
10000 (E. coli, P. aeruginosa, S. marcescens, E. cloacae) avant d’étre déposées sur la gélose
par inondation et retrait du volume en excés. Apres séchage, des dépdts de 10 pL de
différentes dilutions des suspensions d’'UNK1 ou d’UNK4 ont été effectués. Des dépots de
dilutions de la suspension de Cécropine C ont été utilisés comme contrdles positifs et des
dépots de tampon de solubilisation (UNK1, Cécropine C) ou d’élution (UNK4) ont été utilisés
comme controles négatifs. La lecture des résultats a été effectuée apres une nuit d’incubation

aux températures indiquées précédemment.

B. Résultats

1. Analyses in silico des séquences nucléotidiques et protéiques

1. a. Analyse des séquences nucléotidiques

Avant d’examiner les caractéristiques des clusters des UNKs et des GBHs de facon détaillée,
nous avons examiné la qualité des annotations automatiques des genes qui les composent.
Pour cela, nous avons évalué la qualité du séquencage et observé les structures et les tailles
des génes prédits. Les prédictions indiquent que les 5 UNKs identifiés ont des tailles comprises
entre 1480 et 2865 paires de bases, ainsi qu’un codon start, un codon stop et 3 exons par
géne (Figure 18A). L'ensemble de ces parameétres est conforme a la structure des genes
eucaryotes. Les séquences sont par ailleurs de bonne qualité et similaires entre les deux
versions indépendantes, 0GS2.2 et 0GS5.0, du génome de S. frugiperda, sauf pour I'UNK3, qui
présente une séquence intronique indéfinie sur l'une des deux versions du génome de
I'insecte. Tout comme les UNKs, les 3 genes du cluster des GBHs possédent des structures
classiques de genes eucaryotes, avec des tailles allant de 1184 a 1652 pb et 2 a 3 exons par

géne (Figure 18B). Leurs séquences sont de bonne qualité.
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Figure 18 : Structures et environnements génomiques des génes UNKs et

GBHs chez Spodoptera frugiperda. Les images des clusters des UNKs (A) et des
GBHs (B) ont été obtenues a partir de la version 0GS5.0 du génome de S. frugiperda sur
la plateforme BIPAA de I'INRA. Les prédictions de régions transcrites sont indiquées par
des rectangles et les prédictions de régions traduites sont indiquées par des rectangles

avec bordures.



Les prédictions de génes semblant valides, nous nous sommes ensuite intéressés aux modes
d’induction transcriptionnelle des UNKs et GBHs. Etant donnés leurs forts niveaux
d’expression apres infection, notre principale hypothése était qu’ils soient induits par la voie
Imd et/ou par la voie Toll. Nous avons donc commencé par rechercher des séquences
similaires aux motifs kB identifiés chez des espéces du genre Drosophila au sein de chaque
cluster. Pour le cluster des UNKs comme pour celui des GBHs, cette analyse a donné des
résultats négatifs. Toutefois, le méme type d’analyse sur des clusters de PAMs n’a également
donné aucun résultat, ce qui suggere que les motifs kB ne sont pas conservés entre les
Drosophiles et S. frugiperda. Afin d’élargir notre recherche a des séquences inconnues et/ou a
des motifs reconnus par d’autres facteurs de transcription, nous avons ensuite procédé a des
analyses sans a priori d’enrichissement en motifs. Ces analyses n’ont encore une fois révélé
aucun résultat probant, aussi bien au niveau des clusters de genes inconnus qu’au niveau des
clusters de PAMs.

En résumé, I'analyse des séquences nucléotidiques des clusters des UNKs et des GBHs a révélé
que les prédictions de genes semblent valides, mais elle n’a pas permis d’identifier les

facteurs de transcription induisant leurs expressions.
1. b. Analyse des séquences protéiques

Afin d’en apprendre davantage sur les fonctions des genes inconnus, nous avons ensuite
examiné de facon détaillée les séquences protéiques correspondant a chacun des génes UNKs
et GBHs. Cet examen a permis d’établir que les protéines UNKs sont hétérogenes en
séquences, mais aussi en tailles. UNK1 et UNK3 sont en effet les seules a avoir des tailles
proches de celles des PAMs de l'insecte avant maturation, soient d’environ 70 résidus. Les
prédictions indiquent par ailleurs qu’UNK1 pourrait étre maturé par clivage protéolytique,
donnant un peptide de 44 acides aminés. En revanche, UNK2, 4 et 5 ont des tailles plus
importantes, de 113 a 253 résidus, et ne semblent pas comprendre de propeptide (Figure
19A; Tableau 1). Malgré ces différences, les prédictions indiquent que tous les UNKs
possedent un peptide signal, ce qui suggéere gu’il pourrait s’agir de facteurs sécrétés.

Dans le cas d’UNK1 et UNK3, notre premiere hypothese était qu’ils puissent correspondre a
de nouveaux PAMs. Nous avons donc examiné leurs points isoélectriques, leurs compositions
en prolines, en glycines et en cystéines, ainsi que leurs éventuels ponts disulfure et structures

secondaires dans le but d’identifier des propriétés caractéristiques des différentes familles de
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UNK1 HKFIVCYFHFLYILEGLHCAPNYYSSSSYTRTNHYENKGEYNTLLYGPLPDLSRYQDLIAATHSGGNEDEQPSCC
UNK2 HKFIVCYFLFLAILEGIOSAPTFCLFFNCYQPPPYFST--QNTEIYQNTYINNGHHNYLIYGQGDTHRKG
UNK3 HKFIVCLFLLLYHLDGFOCAPCGLLRRLFAPLRSRYNYENKL-INNGDHNYIYARSTLLHPARNELINNGHHNTIYLRTTPFTRYHNRLYNNGHDNALYYRPSLFRPYERYLY
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GBH1 SKLVLOSYYFST--PGIIRDPSEYGEIIYPNAIPAYFLDPYKLRKIGKY
GBH2 SKLYYOAFYYGTGKKAY--IRNPFNTIIIPTTIPSYFLSPGL-YNKGKY
GBH3 SKLYLOAYYYGTGSKSYYYIRDKSHALIIPTTIPTYFRSPYLLYHKGKY
Consensus SKLV10axYigTg.k.!..ir...n.II!PLLIP,YF1lsPyllvnkGKY

Figure 19 : Alignements des séquences protéiques correspondant aux UNKs et aux

GBHs. Les séquences des protéines correspondent a des prédictions réalisées a partir des génes UNKs
(A) et GBHs (B).




PAMs connues chez les insectes. Nos analyses ont révélé que quel que soit leur degré de
maturation (avec ou sans peptide signal et propeptide), les UNK1 et 3 ne semblent pas
présenter de propriétés caractéristiques des PAMs des insectes. Tout d’abord, leurs points
isoélectriques sont nettement inférieurs a 7, ce qui suggere qu’ils sont chargés négativement.
IIs ne sont par ailleurs pas enrichis en prolines ou en glycines, et ils ne possédent pas les 6
résidus cystéine et 3 a 4 ponts disulfure caractéristiques des Défensines (Tableau 2). Enfin, les
prédictions n‘ont pas révélé la présence de structures secondaires caractéristiques des
grandes familles de PAMs, telles que de longues hélices a (Figure 20). Ce dernier élément
n’‘est toutefois que peu informatif étant donné que la plupart des PAMs aquiérent leur
conformation tridimensionnelle uniquement dans [I'environnement hydrophobe des
membranes lipidiques de leurs cibles (Yi et al., 2014).

Afin d’en apprendre davantage sur les fonctions potentielles des UNKs, nous avons également
recherché la présence de domaines fonctionnels ou de séquences caractéristiques de
superfamilles de protéines au sein des séquences protéiques. Ces analyses n’ont révélé
aucune correspondance significative avec un domaine fonctionnel ou une superfamille
connue de protéines. De plus, les quelques correspondances s’approchant de la significativité
(e-value < 1) sont tres hétérogénes, avec par exemple un domaine de liaison a ’ADN au sein
d’UNK2, une séquence caractéristique de la superfamille des protéases a cystéine au sein de
'UNK3 et une séquence caractéristique de constituants de la machinerie de traduction au
sein de 'UNK4 (Tableau 1).

Contrairement aux UNKs, les 3 protéines GBH ont des tailles tres similaires, d’environ 300
résidus, et présentent d’importantes homologies de séquences. Toutefois bien que GBH1 et
GBH3 possédent toutes deux un peptide signal, il semble que GBH2 n’en possede pas, ce qui
pourrait étre lié a des divergences fonctionnelles et/ou a un phénoméne de
pseudogénéisation de GBH2 (Figure 19B ; Tableau 1).

L'analyse de la séquence de GBH1 n’a révélé que des correspondances non-significatives, avec
des séquences de protéines liant les dinucléotides NAD ou NADP et de protéines de type
Ferritine, qui lient le Fer. En revanche, I'analyse des séquences de GBH2 et GBH3 a révélé des
correspondances significatives avec des séquences caractéristiques de la superfamille des
protéases a cystéine de type Papaine. Chez les insectes, ces protéases incluent les

Cathepsines B et L ainsi que la Cathepsine plasmatique 26-29-p. Ces protéases peuvent étre
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Tableau 1: Recherche de domaines fonctionnels et de sites de maturation au sein des protéines UNKs et GBHs prédites

Protéine / Taille Peptide signal Propeptide SMART InterProScan
Peptide (résidus) (position) (position) Domaine / Superfamille Position E-value Domaine / Superfamille Position
UNK1 75 1-19 20-31 X X X X X
r
UNK2 113 1-19 X Domaine de liaison a I'ADN 20-61 0,37 X X
r
UNK3 69 1-19 X Superfamille Protéase a cystéine 36-66 0,17 X X
r
UNK4 187 1-19 X X X X X X
F - o P
UNKS 253 1-20 x Domaine .PUFZBSD.. Bactérien, non—:fara.cterlse ) 130-201 0,17 X .
Superfamille Constituant de la machinerie de traduction 148-165 0,77
r . I "
GBHL 300 1-16 X Superfamflle Protu?!nes a plide Ross.n:lann liant le NAD(P) 131-174 0,14 X x
Superfamille Protéines de type Ferritine 181-233 0,52
r
GBH2 232 X 1-67 X X X Superfamille Protéase a cysteine de type Papaine 80-207
r - . . i )
GBH3 295 1-24 Ay |CREIE ERE I i e B (U SRR R 82-168 0,17 Superfamille Protéase & cystéine de type Papaine 131-258
histidine-dépendante

Tableau 2: Recherche de caractéristiques biochimiques de peptides antimicrobiens
au sein d’'UNK1 et d’UNK 3

N i . Composition

Prote.m / '!'a-| < X 'Pomt- Taux de Taux de Nombre de

Peptide (résidus) isoélectrique Glycine (%)  Proline (%) veiiine:
Complet 75 4,78 6,7 5,3 4

UNK1 Sans peptide signal 56 4,43 Tl Tl 2

Sans propeptide 44 4,19 9,1 6,8 2
Complet 69 5,99 7,4 59 3
Sans peptide signal 50 6,94 8,2 8,2 2




(A) UNK1

I

compiee [N 0l
0 25 50
(T RO T o
0 25 50 56
Sans propeptide | H’HHH ‘HHH | M
0 25 44
(B) UNK3
compiee ||| 1 OO0 o A0 1 0
0 25 50 68
Sans peptide signa I 0O e
0 25 49

Figure 20 : Prédictions de structures secondaires des peptides UNK1 et UNKS3. Les
structures secondaires correspondant aux séquences prédites de UNK1 (A) et UNK3 (B) ainsi qu’a
leurs formes maturées ont été analysées a I'aide de I'outil de prédiction CFSSP. Les couleurs rouge,
verte, bleue et jaune indiquent respectivement les structures en hélice a, en feuillet B, les tours et

les régions sans structure définie.



impliquées dans divers processus développementaux et immunitaires, incluant par exemple
I’activation de la voie Toll en réponse a un danger ou encore les réponses antivirales (Homma
et al., 2013 ; Saikhedkar et al., 2015 ; Issa et al., 2018). Une correspondance non- significative
(e-value de 0,17) avec un domaine CHAP a également été identifiée pour GBH3. Il s’agit d’un
domaine caractéristique d’amidohydrolases et de protéases a cystéine de bactéries, archées,
bactériophages et protozoaires, qui sont généralement impliquée dans la dégradation du
peptidoglycane (Tableau 1).

En résumé, I'analyse des séquences protéiques UNKs et GBHs a révélé que I'ensemble des
UNKs et 2 des 3 GBHs pourraient coder des facteurs sécrétés. Tandis que les UNKs sont
hétérogénes et ne semblent pas correspondre a des familles de protéines ou de PAMs
connues, les GBHs présentent d’importantes homologies de séquence et pourraient

correspondre a des protéases a cystéine.

2. Evaluation in vitro des activités antibactériennes d’UNK1 et UNK4

Afin d’étudier de fagon plus directe les fonctions des UNKs, nous avons fait produire le
peptide UNK1 (complet) par synthése chimique et nous avons produit la protéine UNK4
(dépourvue de peptide signal) en systeme bactérien. Les UNKs étant fortement surexprimés
dans le corps gras et possédant des peptides signaux, une hypothése vraisemblable est qu’ils
agissent en tant qu’effecteurs de I'immunité de l'insecte. Pour des raisons pratiques, le
premier aspect que nous avons voulu tester dans le cadre de I'étude de la réponse au CNB est
celui de leurs éventuelles activités vis-a-vis des bactéries a Gram négative et de X.
nematophila. Nous avons pour cela réalisé des dép6ts de différentes dilutions de peptides sur
des tapis bactériens de X. nematophila et de diverses bactéries a Gram négative, puis nous
avons observé leurs effets sur la croissance des bactéries.

Les résultats obtenus pour le peptide UNK1 montrent que la suspension brute et ses dilutions
au demi, au quart et au 8™ induisent une inhibition de la croissance de Xenorhabdus
nematophila (souche F1) (Figure 21). Ces dilutions correspondent a une plage de
concentrations de 0.7 a 5.9 mM (voir Matériels et Méthodes 3.). L’activité semble néanmoins
étre inférieure a celle de la Cécropine C, qui inhibe la croissance de la bactérie a partir d’'une

concentration de 0.3 mM (dilution au 16°™ de la suspension), avec des diametres de halos

d’inhibition plus importants (Tableau 3). L'absence de halo d’inhibition pour le dép6t du
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Figure 21 : Test de l'activité antibactérienne du peptide UNK1 vis-a-vis

des bactéries a Gram négative. Lactivité antibactérienne du peptide
synthétique UNK1 a été évaluée par antibiogramme a l'aide des bactéries Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Xenorhabdus nematophila F1 et Xenorhabdus bovienii
CS03. Le peptide synthétique Cécropine C (CecC) a été utilisé comme contréle positif.
(1) tampon de solubilisation dépourvu de peptide; (2) suspension brute (5.9 mM
pour UNK1 et 5.5 mM pour CecC); (3) dilution par 2 de la suspension; (4) dilution par
4 de la suspension; (5) dilution par 16 de la suspension. Les diametres des halos
d’inhibition sont indiqués dans le tableau 3.

Tableau 3 : Diametres des halos d’inhibition de croissance observés

aprés dépot du peptide UNK1 sur tapis bactérien. Les diamétres sont
indiqués en mm. La Cécropine C a été utilisée comme contréle positif.

Escherichia coli Enterobacter cloacae Xenorhabdus nematophila F1 Xenorhabdus bovienii CS03
CecC UNK1 CecC UNK1 CecC UNK1 CecC UNK1
Brut 15.2 - 14.6 - 14.0 8.9 17.8 -
1/2 15.2 - 14.0 - 12.7 6.3 16.5 6.3
1/4 14.0 - 12.7 - 12.1 6.3 15.2 6.3

1/8 12.7 = 12.7 = 11.4 6.3 14.6 6.3
1/16 11.4 - 12.1 - 8.9 - 14.0 -




tampon de solubilisation d’UNK1 suggére que le peptide est bien responsable de cette
activité. Toutefois, la pureté du peptide n’étant que de 59% (voir Matériels et Méthodes 3.), il
est possible que d’autres protéines ou substances soient impliquées dans cette activité.
L'activité antibactérienne de la suspension d’UNK1 a également été testée sur les bactéries a
Gram négative X. bovienii (souche CS03), Escherichia coli et Enterobacter cloacae. Les
résultats obtenus indiquent qu’elle posséde une activité similaire a celle observée pour X.
nematophila (souche F1) vis-a-vis de X. bovienii (souche CS03). Cette activité est visible pour
les dilutions au demi, au quart et au 8°™ de la suspension, mais pas pour la suspension brute,
probablement en raison d’'une mauvaise solubilisation du peptide (Figure 21, Tableau 3).
Contrairement a la Cécropine C, qui présente des activités similaires vis-a-vis de toutes les
bactéries testées, la suspension d’UNK1 ne présente aucune activité vis-a-vis des bactéries
n’appartenant pas au genre Xenorhabdus (Figure 21).

Les résultats obtenus pour la protéine UNK4 indiquent que les dilutions au quart, au 16°™ et
au 64°™ de la suspension inhibent la croissance de X. nematophila (souche F1) (Figure 22 ;
Tableau 4). Ces dilutions correspondent a des concentrations de I'ordre de 30 a 1.8 uM (voir
Matériels et Méthodes 4. b.). L'activité de la suspension semble légerement inférieure a celle
obtenue pour la Cécropine C, qui n'a été mesurée que pour la dilution au 16°™ de la
suspension de PAM. Tout comme I"UNK1, 'UNK4 n’est pas pur au sein de la suspension, qui
comprend notamment des contaminations par d’autres protéines (Figure 17B). D’autres
facteurs pourraient donc étre impliqués dans cette activité malgré I'absence de halo
d’inhibition pour le dépdot correspondant au tampon d’élution de la protéine UNK4
recombinante. L'activité d’UNK4 a également été testée vis-a-vis des bactéries a Gram
négative X. bovienii (CS03), E. coli, E. cloacae ainsi que Pseudomonas aeruginosa et Serratia
entomophila. Aucune activité antibactérienne n’a été détectée vis-a-vis de ces bactéries
quelle que soit la dilution de la suspension d’UNK4 (Figure 22).

En résumé, I'analyse des effets sur la croissance des bactéries a Gram négative du peptide
UNK1 et de la protéine UNK4 produits suggere qu’UNK1 est spécifiquement actif vis-a-vis des
bactéries du genre Xenorhabdus et qu’UNK4 est spécifiguement actif contre X. nematophila.
Ces expériences préliminaires nécessitent toutefois d’étre répétées dans des conditions plus
standardisées, et avec des suspensions pures d’UNK1 et d’UNK4 pour aboutir a des

conclusions solides.
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Figure 22 : Test de l'activité antibactérienne de la protéine UNK4 vis-a-vis
des bactéries a Gram négative. Llactivité antibactérienne de la protéine
recombinante UNK4 a été évaluée par antibiogramme a 'aide des bactéries Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, S. marcescens, Xenorhabdus
nematophila F1 et Xenorhabdus bovienii CS03. (1) tampon d’élution a 250 mM
d’imidazole; (2) éluat d’'UNK4 brut (0.12 mM), (3) éluat d’UNK4 dilué par 4; (4) éluat
d’UNK4 dilué par 16; (5) éluat d’UNK4 dilué par 64; (6) Suspension de CecC a 0.3 mM
utilisée comme contréle positif. Les diametres des halos d’inhibition sont indiqués dans
le tableau 4.

Tableau 4 : Diameétres des halos d’inhibition de croissance observés apres

dépot de la protéine UNK4 sur tapis bactérien. Les diamétres sont indiqués en
mm. La Cécropine C a été utilisée comme contrdle positif.

Bactérie Escherichia coli Enterobacter cloacae Pseudomonas aeruginosa
Peptide/Protéine CecC Unk4 CecC Unk4 CecC Unk4

Bactérie Serratia marcescens Xenorhabdus nematophila F1 = Xenorhabdus bovienii C503
Peptide/Protéine CecC Unk4 CecC Unk4 CecC Unk4




C. Discussion

La présente étude constitue I'amorcage de la caractérisation fonctionnelle de deux clusters de
geénes inconnus, les UNKs et les GBHSs, fortement surexprimés chez S. frugiperda en réponse a
I'infection par le CNB S. carpocapsae-X. nematophila.

L’étude des séquences des 3 genes GBHs a révélé qu’ils possedent des structures classiques
de génes eucaryotes et qu’ils semblent coder des protéines homologues entre elles. Parmi
elles, GBH1 et GBH3 présentent un probable peptide signal et GBH2 et GBH3 présentent une
séquence caractéristique de protéase a cystéine de type Papaine. Chez les insectes, cette
famille de protéines inclut les Cathepsines B et L ainsi que la Cathepsine 26-29-p de D.
melanogaster. Les Cathepsines B et L sont exprimées dans différents tissus, ou elles peuvent
étre intra- ou extracellulaires. Elles participent notamment a la libération des réserves
nutritives chez I'embryon (Medina et al., 1988 ; Cho et al., 1999), a la mue (Liu et al., 2006), a
la dégradation des tissus des insectes lors de la nymphose (Saikhedkar et al., 2015), a la
digestion des nutriments (Koo et al., 2008 ; Waniek et al., 2012), a I'induction de processus
d’autophagie et d’apoptose ainsi qu’a la réponse antivirale (Saikhedkar et al., 2015). La
cathepsine plasmatique 26-29-p de D. melanogaster est quant a elle principalement connue
pour son role dans I'activation de la voie Toll en réponse a des protéases exogenes (Issa et al.,
2018). Ce type de protéine peut donc étre impliqué dans une grande variété de processus, ce
qui ne permet pas d’émettre d’hypothése précise sur leurs fonctions dans le cadre de la
réponse au CNB. Dans le cas de GBH3, une faible correspondance avec un domaine CHAP a
également été identifiée. Ce domaine est caractéristique de protéines possédant des activités
amidasique et/ou protéasique impliquées dans la dégradation du peptidoglycane (Bateman
and Rowlings, 2003). Dans le cadre de la réponse au CNB, une telle activité pourrait intervenir
dans la destruction de X. nematophila ou dans la régulation de la réponse immunitaire a la
bactérie. Cette hypothése est d’autant plus plausible que nous avons montré dans I'article 2
gue les GBHs sont principalement surexprimés en réponse au symbiote bactérien. Un autre
aspect intéressant est que le domaine CHAP a uniquement été retrouvé chez des procaryotes,
des bactériophages et des protozoaires (Bateman and Rowlings, 2003). Dans l'article 1, nous
avons émis I'’hypothése d’une acquisition des GBHs par transfert horizontal de génes
bactériens chez les lépidopteres. La présence d’'un domaine fonctionnel habituellement non-

identifi¢ chez les eucaryotes supérieurs, mais retrouvé chez diverses bactéries et
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bactériophages au sein de GBH3 ne serait pas surprenante dans ce cas de figure. Pour aller
plus loin dans la caractérisation fonctionnelle de GBH3 nous avons fait produire la protéine en
cellules d’insectes sur la base de sa séquence théorique. L'échantillon de protéine recu n’a
toutefois pas pu étre utilisé, principalement en raison de contaminations bactériennes. Nous
envisageons donc de produire nous-mémes la protéine en systéme bactérien et dans des
conditions stériles, afin d’étre en mesure de tester ses potentielles activités enzymatiques et
antibactériennes. Dans le cas ou cette protéine aurait une fonction analogue a celle de la
Cathepsine 26-29-p de D. melanogaster, nous envisageons également de procéder a des co-
injections de protéases connues pour cliver Persephone chez D. melanogaster avec ou sans
anticorps anti-GBH3 et de mesurer ensuite I'effet de I'inactivation de GBH3 sur |'expression
de genes immunitaires.

L’étude bioinformatique du cluster des UNKs a tout d’abord montré que les prédictions des 5
génes UNKs semblent valides malgré une légére incertitude pour UNK3. Elle a également
montré que les protéines UNKs prédites sont hétérogenes en taille et en séquence, mais
semblent toutes posséder un peptide signal. Les analyses réalisées n‘ont a ce stade pas
permis d’identifier de domaine fonctionnel ou de séquence caractéristique de famille de
protéines connue de facon fiable. Par ailleurs, I'analyse des séquences des peptides UNK1 et
UNK3 a révélé que leurs compositions en acides aminés et leurs structures ne correspondent
pas a celles des PAMs connus chez les insectes. Les tests d’activité réalisés sur le peptide
UNK1 (complet) et la protéine UNK4 (dépourvue de peptide signal) ont en revanche révélé
des pistes de travail intéressantes. En effet, les tests réalisés sur des échantillons de bactéries
a Gram négative suggerent qu’UNK1 est spécifiguement actif contre les bactéries du genre
Xenorhabdus et qu’UNK4 est spécifiquement actif contre X. nematophila. Dans I'article 2,
nous avons montré (en annexe) que le cluster des UNKs n’est retrouvé que chez des
lépidoptéres de la famille Noctuidae. La plupart des insectes de cette famille, dont S.
frugiperda, sont retrouvés a la surface ou dans les couches superficielles du sol a leurs stades
larvaires et/ou lors de leur métamorphose (Sparks, 1979; Oliver, 1981). Le CNB S.
carpocapsae-X. nematophila utilisant la stratégie de chasse de I'embuscade et ayant pour
hotes naturels différentes espéces de lépidopteres et coléoptéres (voir Introduction, section
B/2.), une co-évolution entre S. frugiperda et le CNB parait plausible et pourrait expliquer

cette spécificité. Dans l'article 2, nous avons également montré que les genes UNKs sont
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spécifiguement induits par le partenaire nématode du CNB. La découverte d’une activité
antibactérienne de ces génes est donc surprenante, mais encore une fois vraisemblable dans
un contexte de co-évolution insecte-CNB. Malgré leur grand intérét pour I’étude des réponses
immunitaires des insectes aux CNBs, ces résultats sont encore trés préliminaires et doivent
donc étre confirmés et précisés par de nombreuses expériences complémentaires. Tout
d’abord, la pureté d’'UNK1 et d’'UNK4 dans les suspensions utilisées n’étant pas garantie, il est
possible que d’autres facteurs soient impliqués dans les activités qui ont été observées. Des
étapes de purification supplémentaires des UNK1 et 4 sont donc requises pour aboutir a des
conclusions claires sur leurs activités. Par ailleurs, nous n’avons pas de preuve qu’UNK1 et
UNK4 soient réellement produits et sécrétés chez l'insecte et le cas échéant, nous ne
connaissons pas avec certitude la séquence des peptides matures. Des Western blots sur les
protéines plasmatiques de l'insecte et des séquencages selon la méthode d’Edman (Edman,
1950) pourraient permettre de clarifier ces points et d’utiliser des molécules adaptées pour
réaliser de nouveaux tests d’activité. De la méme maniere, I'étiquette histidine de la protéine
recombinante UNK4 n’a pas été supprimée avant les tests réalisés lors de la présente étude. Il
serait plus rigoureux d’effectuer une digestion par la thrombine pour la supprimer (voir
Matériels et Méthodes 4. b.) avant de réaliser de nouveaux tests. Un autre point a préciser
rapidement pour aboutir a des conclusions claires concernant I'implication des UNK1 et 4
dans la réponse de l'insecte au CNB est celui de leurs éventuelles activités vis-a-vis du
partenaire nématode. Pour tester ces activités nous envisageons des tests de mobilité (Nitao
et al., 1999) sur S. carpocapsae et sur d’autres nématodes, ainsi que des tests de liaison au
nématode ou a des constituants de sa cuticule. Enfin, les UNKs étant tres hétérogenes, les
fonctions de chaque gene du cluster devront étre étudiées afin d’identifier I'ensemble des
participations possibles du cluster aux réponses de I'insecte au CNB.

Pour aller plus loin dans I'analyse du dialogue entre chaque membre du CNB et le systéme
immunitaire de S. frugiperda, les deux derniers points que nous souhaiterions éclaircir pour
les UNKs et les GBHs sont (i) le devenir des peptides et protéines aprés infection, qui pourra
étre étudié par Western Blot au cours du temps post-infection et (ii) les voies d’induction
transcriptionnelle des géenes. Pour ce dernier aspect, les méthodes bioinformatiques
d’identification de motifs de fixation de facteurs de transcription semblent étre insuffisantes.

Nous envisageons donc d’utiliser des approches de biologie moléculaire, tels que le « foot
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printing » et le « promoter bashing » pour identifier des séquences régulatrices (Kamvysselis,
1999), ou encore le CHIPseq (Raha et al., 2010) pour identifier les facteurs de transcription
impliqués.

En conclusion, nos résultats préliminaires sont prometteurs et suggerent que la
caractérisation fonctionnelle des UNKs et des GBHs pourrait étre trés informative aussi bien
du point de vue de I'étude des bases moléculaires des réponses immunitaires des
lépidoptéres aux CNBs, que de celui de I'étude de I'évolution des répertoires de génes
immunitaires chez les insectes, avec des possibilités de transfert horizontal de genes
bactériens et de spécialisations trés fortes de certains effecteurs. De nombreux travaux
complémentaires et de validation de nos premiers résultats doivent néanmoins étre réalisés

avant de pouvoir aborder les questions relatives a ces deux aspects.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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L'objectif de la présente étude était de participer au développement de notre connaissance
des aspects moléculaires des réponses immunitaires des insectes aux complexes
nématobactériens (CNBs) entomopathogeénes au travers d’une analyse détaillée et
contextualisée des réponses immunitaires induites face au CNB Steinernema carpocapsae-
Xenorhabdus nematophila chez le modele lépidoptere ravageur de cultures Spodoptera
frugiperda. Conformément a ses objectifs initiaux, cette étude a permis d’obtenir une base de
travail de qualité pour la caractérisation moléculaire des réponses immunitaires de I'insecte
au CNB, et par la suite du dialogue entre le pathogene et son hote. Dans un contexte plus
global, elle a également permis d’effectuer des avancées d’ordre méthodologique et
d’identifier de nouvelles pistes de travail pour l'identification des facteurs moléculaires
influengant la réussite ou I'échec de I'établissement du parasitisme des CNBs. L’ensemble de

ces aspects seront discutés de facon détaillée dans cette derniére partie.

I. Apports méthodologiques pour I'analyse descriptive des réponses
immunitaires des insectes aux infections par les complexes
nématobactériens entomopathogeénes

Nous avons débuté cette étude par une analyse descriptive topologique des réponses
immunitaires de l'insecte a linfection par le CNB. Pour se faire, nous avons utilisé une
approche transcriptomique sur tissus immunocompétents pour décrire de facon globale les
réponses immunitaires induites lors de I'infection par le CNB. Nous avons ensuite utilisé une
approche d’infection par injection du CNB, du nématode axénique ou du symbiote bactérien
pour identifier les participations respectives de chaque partenaire du CNB dans les réponses
immunitaires induites. La premiéere approche n’avait jamais été utilisée dans le cadre d’une
description moléculaire des réponses immunitaires d’un insecte a un CNB. La seconde
approche correspond a I'optimisation de méthodes utilisées par d’autres équipes (Hallem et
al., 2007 ; Pefa et al., 2015 ; Castillo et al., 2015 ; Yadav et al., 2017) via un protocole
d’infection par injection. Dans cette section, je discuterai des apports et des limites de

chacune de ces méthodologies.

203



A. Analyse topologique des réponses transcriptomiques a l'infection par le
complexe nématobactérien

Dans le cadre de notre étude, la description des réponses transcriptomiques des trois
principaux tissus immunocompétents confrontés au CNB a permis de décrire avec précision
les réponses immunitaires induites dans le corps gras ainsi que dans les hémocytes au temps
15 heures post-exposition au CNB. Comparé aux études transcriptomiques sur insecte entier
menées sur d’autres modeles d’interaction CNB-insecte, les types de réponses immunitaires
identifiés sont globalement similaires et incluent des réponses antimicrobiennes, de
mélanisation, de coagulation ainsi que des réponses cellulaires (Arefin et al., 2014 ; Castillo et
al., 2015 ; Yadav et al., 2017 ; An et al., 2017). Notre étude a toutefois permis d’identifier un
nombre plus important de genes DE impliqués dans chacune de ces réponses, ce qui
s’explique d’une part par une meilleure résolution et d’autre part par une identification
facilitée des genes DE susceptibles d’intervenir dans des processus immunitaires. Ces deux
améliorations sont particulierement flagrantes dans le cas des hémocytes, qui sont faiblement
représentés a I'échelle de l'insecte entier et dont les réponses peuvent faire intervenir des
génes impliqués dans divers processus biologiques au niveau d’autres types cellulaires. A titre
d’exemple, I'analyse transcriptomique sur larve entiere de Drosophila melanogaster des
réponses au méme CNB avait uniquement révélé la surexpression de 2 régulateurs, 2
opsonines et 2 récepteurs phagocytaires marquant I'induction de réponses cellulaires (Yadav
et al., 2017). La présente analyse a permis l'identification de 3 facteurs de transcription
potentiellement impliqués dans I'activation et/ou la différenciation des hémocytes, de 2
récepteurs membranaires et 6 opsonines potentielles, de 6 protéines d’adhérence dont une
est impliquée dans I'encapsulation et de 5 autres protéines associées a la phagocytose (Article
2). Un autre apport majeur de cette approche topologique est l'identification des
participations respectives de chacun des tissus immunocompétents aux réponses
immunitaires induites chez l'insecte. L'étude a par exemple révélé qu’une large gamme de
peptides antimicrobiens (PAMs) sont surexprimés dans les hémocytes en réponse a l'infection
(Articles 1 et 2), ce qui n’est pas systématiquement observé chez les insectes (Bartholomay et
al., 2004 ; Irving et al., 2005 ; Choi et al., 2012 ; Gunaratna and Jiang, 2013 ; Zhang et al.,
2015).
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Dans le cas de l'intestin moyen, la voie d’entrée principale du CNB dans nos conditions
expérimentales, l'interprétation des résultats obtenus est plus complexe. L'analyse des
réponses de cet organe a été réalisée a deux temps post-exposition au CNB: le temps 8
heures, qui correspond a 3 heures aprés les premiéres détections de X. nematophila dans
I’'hémoccele de l'insecte, et le temps plus avancé de 15 heures, auquel des nématodes sont
encore observés dans la lumiere intestinale (Articles 1 et 2). A 8 heures, nous n’avons détecté
aucune réponse transcriptionnelle significative. A 15 heures, nous avons bien détecté des
réponses transcriptionnelles, mais nous n’avons pu identifier que 3 génes connus de
I'immunité et 1 gene potentiellement impliqué dans la régénération de I’épithélium intestinal
parmi les genes surexprimés (Article 1). En raison des probables dommages infligés par le
nématode lors de son entrée dans I’'hémoccele (Toubarro et al., 2009 ; Toubarro et al., 2010),
des réponses immunitaires plus importantes étaient attendues au niveau intestinal. Notre
hypothése pour expliquer les résultats obtenus est que la méthodologie utilisée n’était
probablement pas adaptée a la complexité du fonctionnement et des réponses immunitaires
de lintestin moyen. Il a été montré chez D. melanogaster que l'intestin moyen peut étre
subdivisé en plusieurs segments distincts présentant des caractéristiques physiologiques et
transcriptionnelles propres (Murakami et al., 1994 ; Marianes and Spradling, 2013 ; Strand
and Micchelli, 2013 ; Buchon et al., 2013). L’état physiologique et le statut immunitaire de
I'organe sont par ailleurs trés dynamiques et varient en fonction de facteurs tels que
I’'avancement du développement, la perception de stress et la prise de repas (Miguel-Aliaga et
al., 2018). Il est donc probable que la description moléculaire des réponses de l'intestin
moyen nécessite I'utilisation d’approches encore plus ciblées et plus contrélées avec, par
exemple, privation de nourriture et temps d’exposition au CNB limité. Par ailleurs, la
participation de l'intestin moyen aux réponses immunitaires des insectes peut impliquer des
processus affectant considérablement sa physiologie (Miguel-Aliaga et al., 2018), ce qui
pourrait induire des réponses transcriptionnelles variées et nuire a linterprétation des
données transcriptomiques. Des observations microscopiques de l'intestin moyen pourraient
donc étre d’une aide précieuse pour identifier ces réponses et pour faciliter I'interprétation
des données transcriptomiques obtenues.

Ainsi, I'utilisation d’'une approche transcriptomique sur tissus immunocompétents semble

étre trés indiquée, en particulier pour la description précise et compléte des réponses
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immunitaires des hémocytes. En revanche, il semble que le gain en précision associé a
I'utilisation d’une approche sur tissu soit encore insuffisant pour analyser les réponses locales

aux infections par les CNBs.

B. Analyse comparative des réponses transcriptionnelles induites par chaque
partenaire

L'identification des parts respectives de chaque partenaire dans les réponses immunitaires
induites par les CNBs a précédemment fait I'objet de deux études transcriptomiques des
réponses immunitaires de D. melanogaster aux CNBs S. carpocapsae-X. nematophila et H.
bacteriophora-P. luminescens. Dans le cadre de ces études, les insectes ont été
indépendamment exposés a des infections naturelles par les CNBs et par les nématodes
aposymbiotiques, ainsi qu’a des injections des symbiotes bactériens dans le cas de H.
bacteriophora-P. luminescens. Etonnamment, la comparaison des réponses transcriptomi-
ques induites a l'issue de ces infections a conduit a I'observation de réponses immunitaires
trés similaires et n’a pas permis d’identifier de facon claire les réponses imputables a chaque
partenaire des deux CNBs (Castillo et al., 2015 ; Yadav et al., 2017). Notre hypothése pour
expliquer ces résultats est que l'infection naturelle par les CNBs et par les nématodes
aposymbiotiques pourrait conduire a des co-infections par des microorganismes issus de
I'intestin de I'insecte. Dans le but de limiter cet éventuel effet, nous avons décidé pour I'étude
des réponses de S. frugiperda au CNB S. carpocapsae-X. nematophila de procéder par
injections indépendantes du CNB et de chaque partenaire dans ’"hémoccele de I'insecte. Pour
limiter encore les possibilités de co-infections, nous avons également utilisé des nématodes
totalement dépourvus de bactéries, ce qui n’avait pas été clairement démontré dans les
études réalisées sur D. melanogaster (Castillo et al., 2015 ; Yadav et al., 2017). Enfin, nous
avons utilisé une approche plus ciblée, mais plus précise d’un point de vue quantitatif, de
guantification relative par RT-gPCR (Costa-Silva et al., 2017 ; Everaert et al., 2017) sur des
sélections de génes représentatifs des réponses immunitaires identifiées lors des analyses
transcriptomiques.

Cette approche a permis d’identifier de facon claire plusieurs génes spécifiquement ou
principalement induits par le nématode ou par la bactérie au sein des réponses immunitaires

des hémocytes et du corps gras. Les génes induits en réponse au partenaire bactérien incluent
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majoritairement des membres de la voie Imd, des PAMs et des opsonines généralement actifs
vis-a-vis des bactéries a Gram négative ainsi que quelques autres effecteurs. Les genes induits
vis-a-vis des nématodes incluent une Tétraspanine associée a I’encapsulation, une protéase a
sérine probablement impliquée dans l'induction de la mélanisation, diverses lectines, ainsi
gue des membres de la voie Toll dans le corps gras (Article 2). Globalement, les réponses
induites par chaque partenaire dans les deux tissus semblent étre trés adaptées a leurs
natures respectives, ce qui tend a confirmer la validité de I'approche expérimentale utilisée et
sa supériorité par rapport a celle utilisée sur D. melanogaster.

Plus récemment, une autre équipe a utilisé une analyse transcriptomique temporelle sur larve
entiére du lépidoptere Heliothis virescens dans le but de discriminer les impacts respectifs de
chaque partenaire du CNB H. bacteriophora-P. temperata sur l'induction des réponses
immunitaires au cours de l'infection par le CNB (An et al., 2017). Cette étude a
essentiellement permis de montrer que la libération du symbiote bactérien coincide avec la
baisse des niveaux d’induction de divers génes immunitaires, qui seraient donc
principalement induits par le partenaire nématode au début de I'infection. Dans le cadre de
notre étude, nous avons suivi la dynamique temporelle au cours du processus infectieux des
variations d’expression des génes représentatifs des réponses immunitaires des hémocytes et
du corps gras évoqués dans le paragraphe précédent. L'analyse a essentiellement permis de
montrer la stabilité de ces réponses au cours de l'infection et elle n’a pas mis en évidence de
chronologie particuliére dans I'induction des génes répondant au nématode et a la bactérie
(Article 2). Ces résultats suggérent que l'approche temporelle, bien qu’informative dans le
cadre de l'étude du dialogue avec le CNB au cours du processus infectieux, n’est
probablement pas adaptée a l'identification des réponses immunitaires induites en réponse a
chaque partenaire.

Ainsi, I'utilisation d’'une méthode d’infection par injection de CNBs, de nématodes axéniques
et de symbiotes bactériens combinée a une méthode de quantification par RT-qPCR semble
permettre d’identifier avec plus de précision les réponses immunitaires induites par chaque
partenaire des CNBs que les méthodes transcriptomiques temporelles ou utilisant des
infections naturelles par les CNBs et par les nématodes aposymbiotiques. Cette méthodologie
n’est toutefois pas encore optimale, car la quantification relative par RT-qPCR ne permet pas

d’obtenir une vision globale des réponses induites par chaque partenaire ni de la fagon dont
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elles se combinent au cours du processus infectieux. A I'issue de ces analyses, il semble donc
important de déterminer si le gain en précision qui a été observé est dépendant ou non de

Iutilisation de cette méthode ciblée de quantification.

Il. Apports de I’analyse descriptive pour I’étude détaillée du dialogue
moléculaire entre le systeme immunitaire de S. frugiperda et le
complexe S. carpocapsae-X. nematophila

L’'ensemble des données recueillies au cours de l'analyse descriptive des réponses
immunitaires induites chez S. frugiperda en réponse a l'infection par le CNB S. carpocapsae-X.
nematophila constitue une base de travail particulierement riche pour I'étude du dialogue
s’établissant entre les deux partenaires du complexe et le systeme immunitaire de cet hote.
Bien que la caractérisation compléte du dialogue soit une perspective a long terme, plusieurs
pistes de travail peuvent d’ores-et-déja étre déduites de notre analyse descriptive. Les
premieres s’inscrivent dans le cadre de la caractérisation fonctionnelle des interactions des
génes de 'immunité des insectes avec le CNB et les secondes s’inscrivent dans le cadre de la
caractérisation des stratégies d’échappement immunitaire du CNB. Les pistes de travail les

plus prometteuses sont présentées dans cette section.

A. Pistes de travail pour la caractérisation moléculaire de la réponse
immunitaire

L’analyse transcriptomique des réponses immunitaires induites dans les hémocytes et le corps
gras a permis l'identification d’un total de plus de 132 genes immunitaires DE lors de
I'interaction avec le CNB (Article 2). Une part importante de ces génes appartient a des voies
signalétiques, processus ou familles de génes dont les roles dans la réponse aux CNBs
entomopathogenes ont été étudiés lors de précédentes études fonctionnelles sur d’autres
modeles d’interaction CNB-insecte. Parmi les genes concernés, on retrouve par exemple des
membres la voie Imd, dont I'implication dans la réponse a X. nematophila a été démontrée
chez D. melanogaster (Aymeric et al., 2010), des genes impliqués dans la coagulation, dont
I'implication dans la réponse au CNB H. bacteriophora-P. luminescens a été mise en évidence
chez le méme modeéle (Wang et al., 2010 ; Hyrsl et al., 2011 ; Kucerova et al., 2016), ainsi que

I’'Hémoline et les PAMs des familles des Attacines, Cécropines et Moricines, dont les réles
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dans la réponse a la bactérie P. luminescens ont quant a eux été mis en évidence sur le
modele M. sexta (Eleftherianos et al., 2006a, 2006b). Bien que la caractérisation des fonctions
de ces genes dans la réponse au CNB comporte un intérét dans le cadre de I'étude de notre
modele d’interaction, leurs identifications ne constituent pas un apport majeur a I’'étude des
aspects moléculaires des réponses immunitaires des insectes aux CNBs entomopathogenes.

En revanche, nous avons identifié plusieurs dizaines de genes candidats appartenant a des
familles ou a des catégories fonctionnelles dont les implications dans les réponses aux CNBs,
ou au partenaire responsable de leurs surexpressions chez S. frugiperda, n’ont pas encore été
étudiées. Parmi elles, les trois catégories qui nous paraissent les plus intéressantes dans le
contexte scientifique actuel sont celles des Lectines de type C (CLECT), des Galectines et des
Insect metalloproteinase inhibitors (IMPIs). Les CLECT sont des protéines de reconnaissance
membranaires ou solubles qui peuvent étre impliquées dans la reconnaissance de divers
agents infectieux et participer a I'induction de réponses immunitaires variées, telles que la
phagocytose, I'encapsulation ou encore la mélanisation (Xia et al., 2018). Les galectines
présentent des propriétés adhésives similaires, mais leurs fonctions dans I'immunité des
insectes n‘ont pas encore été explorées (Pace and Baum, 2002). Nos résultats indiquent
gu’aussi bien dans les hémocytes que dans le corps gras, des représentants de ces deux
familles sont surexprimés spécifiqguement en réponse au partenaire nématode. Ce résultat est
particulierement intéressant en raison d’une part d’'un déficit de connaissances concernant
les molécules impliquées dans la reconnaissance des nématodes chez les insectes, et d’autre
part de la capacité de la lectine de type C IML-2 de M. sexta a lier la cuticule des nématodes
Caenorhabditis elegans et Brugia malayi (Yu and Kanost, 2004). Les IMPIs sont des inhibiteurs
de métalloprotéases dont les fonctions ont principalement été étudiées chez le modeéle
lépidoptére Galleria mellonella. 1l a été montré chez ce modele que les genes codant des
IMPIs sont surexprimés en réponse a l'injection de protéases exogénes et qu’ils présentent
des activités vis-a-vis de diverses protéases issues d’organismes pathogénes (Vilcinskas and
Wedde, 2002). Sachant que S. carpocapsae et X. nematophila sécrétent tous deux des
métalloprotéases au cours du processus infectieux (Caldas et al., 2002 ; Hao et al., 2010 ; Jing
et al.,, 2010 ; Massaoud et al., 2011 ; Lu et al., 2017 ; Chang et al., 2019) et que certaines
d’entre elles participent a la suppression des défenses de I'hote (Caldas et al., 2002 ; Felfoldi

et al., 2009 ; Massaoud et al., 2011 ), I'analyse des effets des IMPIs identifiés sur la survie de
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I'insecte a I'infection nous parait étre d’un intérét majeur pour I'’étude du dialogue entre le
CNB et le systeme immunitaire.

Deux autres catégories de génes particulierement intéressantes sont celles des Unknowns
(UNKs) et des Genes with bacterial homology (GBHs). Ces catégories correspondent en fait a
deux clusters de genes inconnus dont plusieurs membres ont été identifiés parmi les genes les
plus surexprimés en réponse au CNB (Article 1). En dehors de leurs fortes inductions au
niveau des trois tissus immunocompétents, I’hypothése de la participation de ces genes aux
réponses immunitaires de l'insecte découle (i) de leurs localisations génomiques proches de
geénes immunitaires (Article 1), (ii) de leurs dynamiques d’expression similaires a celles des
génes immunitaires surexprimés en réponse au CNB et (iii) de leurs profils d’induction
partenaire-spécifiques, avec surexpression des UNKs en réponse au nématode et
surexpression des GBHs en réponse a la bactérie (Article 2). La méconnaissance de ces genes
pourrait en partie s’expliquer par leurs restrictions a I'ordre des |épidopteres dans le cas des
GBHs (Article 1) et a la famille des noctuelles dans le cas des UNKs (Articles 1 et 2). Ces
spécificités en font des candidats particulierement intéressants dans le cadre de la recherche
de facteurs déterminant les variations de sensibilités aux CNBs au sein de la diversité des
insectes.

Les données recueillies lors de notre analyse détaillée des réponses immunitaires induites
chez S. frugiperda aprés infection par le CNB ont donc permis I'identification d’une grande
diversité de génes candidats, incluant plusieurs familles ou clusters de génes dont les
fonctions dans les réponses aux CNBs n’ont encore jamais été explorées. La recherche de
leurs éventuelles fonctions dans le cadre de la réponse au CNB sera toutefois un travail au
long cours, notamment en raison d’importants verrous technologiques empéchant |'utilisation
d’approches de génétique inverse telles que celles précédemment utilisées sur les modeles D.
melanogaster et M. sexta (voir Introduction Partie Ill, sections A/2. et B/2.). En attendant la
levée de ces verrous, ces fonctions pourront étre étudiées via des approches alternatives,
telles que des tests d’activité sur des protéines purifiées ou produites en systeme
hétérologue, des injections des protéines dans I'hémoccele de l'insecte ou encore leurs

inactivations in vivo par injection d’anticorps dans I’hémoccele de l'insecte.
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B. Pistes de travail pour I’étude des stratégies d’échappement immunitaire du
complexe nématobactérien

Les stratégies d’échappement immunitaires du CNB S. carpocapsae-X. nematophila ont été
tres fortement étudiées dans le cadre de leurs interactions avec diverses especes d’insectes.
Ces études ont conduit a l'identification d’un grand nombre de stratégies immunoévasives et
immunosuppressives mises en ceuvre par I'un ou l'autre des partenaires. Il a par exemple été
montré que la cuticule du nématode est non-immunogene chez le coléoptere Rhynchophorus
ferrugineus (Mastore et al., 2014 ; Binda-Rossetti et al., 2016), et que le nématode libére des
facteurs inhibant la coagulation, la mélanisation, les réponses cellulaires et certaines réponses
antimicrobiennes chez différents modeles lépidopteres (Gotz et al., 1981 ; Balasubramanian
et al., 2009 ; Balasubramanian et al., 2010 ; Toubarro et al., 2013a, 2013b). Il a par ailleurs été
montré chez divers modeéles |épidoptéres que la bactérie sécréte des facteurs cytotoxiques
pour les hémocytes et/ou supprimant la production de réponses cellulaires via une inhibition
de I'activité de la Phospholipase A2 (PLA;) (Park and Kim, 2000 ; Brillard et al., 2001 ; Ribeiro
et al., 2003 ; Park and Kim, 2003 ; Khandelwal et al., 2004 ; Cowles and Goodrich-Blair, 2005 ;
Park and Stanley, 2006 ; Banerjee et al., 2006 ; Shrestha and Kim, 2007 ; Vigneux et al., 2007 ;
Chandra et al., 2008 ; Eom et al., 2014 ; Brivio et al., 2018). La bactérie libére également de
puissants inhibiteurs de la PO (Park and Kim, 2003 ; Song et al., 2011 ; Crawford et al., 2012 ;
Eom et al.,, 2014) et elle supprime |'activité antimicrobienne de I’hémolymphe de divers
insectes (Duvic et al.,, 2012 ; Binda-Rossetti et al., 2016). Chez les |épidoptéres, cette
suppression peut faire intervenir un mécanisme de répression transcriptionnelle (Ji and Kim,
2004 ; Park et al., 2007 ; Hwang et al., 2013 ; Darsouei et al., 2017) ainsi que des protéases
dégradant les PAMs (Caldas et al., 2002).

Dans le cadre de notre analyse descriptive, nous avons observé des réponses
transcriptionnelles donnant des indications sur les stratégies que le CNB utilise ou non sur le
modele S. frugiperda. Nous avons également identifié quelques pistes de travail qui
pourraient permettre de mieux caractériser des stratégies déja identifiées.

Tout d’abord et comme indiqué précédemment, I'analyse des réponses induites par chaque
partenaire a conduit a l'identification de plusieurs génes surexprimés en réponse au
partenaire nématode. Globalement, ces génes semblent correspondre a des réponses

classiqguement induites par ce type de pathogene, telles que I'encapsulation et la mélanisation
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(Article 2). Ce résultat suggere que le nématode est bien reconnu par le systéme immunitaire
de S. frugiperda et que des réponses immunitaires adaptées sont induites en retour. Il
pourrait étre intéressant de déterminer si contrairement a ce qui a été observé chez le
coléoptere R. ferrugineus, le systeme immunitaire de S. frugiperda reconnait le nématode par
I'intermédiaire de sa cuticule ou bien si le nématode est reconnu par d’autres moyens,
comme par la perception de facteurs sécrétés au cours du processus infectieux. Notamment,
la surexpression de membres de la voie Toll dans le corps gras en réponse a S. carpocapsae
pourrait suggérer que le nématode induit des réponses immunitaires par une voie analogue a
la voie du danger médiatisée par la protéase a sérine Persephone, qui active la voie Toll en
réponse a des protéases exogenes chez D. melanogaster (Issa et al., 2018). Des expériences
d’injection de nématodes tués et de produits de sécrétion du nématode devraient permettre
de clarifier ce point.

L'analyse a également révélé que le CNB, tout comme X. nematophila seule, induit une forte
surexpression de PAMs chez l'insecte (Articles 1 et 2). Ce résultat suggere que les stratégies
de répression transcriptionnelle de I’expression des PAMs de X. nematophila sont inactives ou
loin d’étre suffisantes pour expliquer I'échappement de la bactérie aux réponses
antimicrobiennes de S. frugiperda. Néanmoins, I'analyse des réponses transcriptomiques de
I'insecte au temps 15 heures post-exposition au CNB a également révélé la sous-expression de
plusieurs activateurs et cofacteurs du facteur de transcription Relish de la voie Imd (Article 2).
Bien qu’il puisse s’agir de simples mécanismes de régulation ou de spécification de la réponse
immunitaire de [linsecte, une implication dans le mécanisme de suppression
transcriptionnelle de I'expression des PAMs précédemment mis en évidence sur d’autres
modeles est une possibilité méritant d’étre explorée. Pour se faire, la démarche la plus simple
serait de commencer par rechercher et purifier les molécules produites par la bactérie qui
sont responsables de cet effet immunosuppresseur et d’observer leurs éventuels effets sur

I’expression des activateurs et cofacteurs de Relish aprés injection dans le corps de 'insecte.

lll. Pistes de réflexion et perspectives ouvertes par ’amorgage de la
caractérisation du cluster des Unknowns

L'étude des aspects moléculaires des réponses immunitaires des insectes aux CNBs

entomopathogenes s’est jusqu’a présent cantonnée a des analyses transcriptionnelles et
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fonctionnelles a visées essentiellement descriptives. Ces études ont en grande partie été
menées sur le diptére modeéle D. melanogaster, afin de faciliter I'identification de voies
signalétiques, familles de protéines de reconnaissance et groupes d’effecteurs susceptibles
d’intervenir dans les réponses immunitaires aux CNBs. Elles ont également été menées sur
des modeles |épidoptéres ravageurs de cultures, d’'une part dans le but de développer cette
démarche sur une plus grande diversité d’insectes, mais aussi dans le but de caractériser les
interactions des CNBs entomopathogénes avec des insectes d’intérét agronomique. En aval
de ces approches descriptives, I'un des principaux objectifs est d’identifier, a I'échelle
moléculaire, des facteurs influencant I'échec ou la réussite des CNBs face au systeme
immunitaire des insectes.

Dans ce contexte, nous avons amorcé la caractérisation fonctionnelle du cluster des UNKs, un
cluster de cing génes inconnus restreint a la famille des noctuelles qui est fortement et
précocément surexprimé chez S. frugiperda en réponse au CNB S. carpocapsae-X.
nematophila (Article 1). Nos résultats préliminaires indiquent que les produits de deux génes
du cluster (le peptide UNK1 et la protéine UNK4), qui comprend 5 genes spécifiquement
surexprimés en réponse au partenaire nématode (Article 2), présentent des activités
antibactériennes spécifiquement dirigées contre des bactéries du genre Xenorhabdus (voir
Travaux de thése Partie Ill, section B. 2.). Si ces conclusions venaient a étre confirmées, la
découverte des UNKs pourrait constituer un apport majeur pour la poursuite de I'étude des
facteurs influengant le succés ou I’échec des CNBs face au systéme immunitaire des insectes.
Tout d’abord, la spécificité de ces potentiels effecteurs vis-a-vis des bactéries du genre
Xenorhabdus et leurs surexpressions en réponses au partenaire nématode suggerent
fortement qu’ils ont été acquis et/ou que leurs propriétés ont été impactées par une
coévolution avec des CNBs de type Steinernema-Xenorhabdus. Cette hypotheése parait
vraisemblable aux vues des spectres d’hotes naturels de plusieurs CNBs de ce type, dont le
couple S. carpocapsae-X. nematophila (Peters, 1996). Dans ce cas de figure, la coévolution
aurait conduit a I'apparition d’'une réponse immunitaire tenant compte de la dualité du
pathogene, avec anticipation de la libération du partenaire bactérien via la détection du
partenaire nématode, ce qui n’a encore jamais été mis en évidence. Dans le cas des UNKSs, les
effecteurs immunitaires issus de cette coévolution ne présenteraient pas d’homologie de

séquence avec des effecteurs connus de I'immunité des insectes (voir Travaux de thése Partie
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lll, section B/ 1.). Etant donnée I"'abondance des effecteurs antibactériens chez les insectes,
notamment au sein de I'immunogénome de S. frugiperda et d’autres noctuelles (Xiong et al.,
2015 ; Gouin et al., 2017), I'apparition de tels facteurs parait étonnante, mais elle ouvre des
pistes de réflexion pour I'étude des forces évolutives conduisant a I’évolution des répertoires
de genes immunitaires chez les insectes. Par exemple, une hypothése vraisemblable est que
les diverses stratégies immunosuppressives et immunoévasives des CNBs, et plus
particulierement des CNBs a larges spectres d’hote tels que S. carpocapsae-X. nematophila
(Peters, 1996), conduisent a I’émergence de facteurs immunitaires atypiques qui seraient
insensibles a ces stratégies.

Dans le contexte actuel de I'étude des aspects moléculaires de I'immunité anti-CNB, la
découverte des UNKs pourrait également aider a I'élaboration de nouvelles stratégies de
recherche de génes candidats susceptibles de jouer un role déterminant dans le dialogue avec
les CNBs. La possibilité d’acquisition et/ou de spécialisation de génes immunitaires par co-
évolution avec les CNBs met tout d’abord en évidence la pertinence de I'utilisation d’hétes
naturels des CNBs étudiés pour la découverte de nouveaux génes candidats. Dans le cadre de
la recherche de facteurs influencant la sensibilité des insectes aux CNBs, I'utilisation d’espeéces
phylogénétiquement proches d’hdtes naturels mais ayant acquis des résistances aux CNBs
serait également trés pertinente. Les pistes de réflexion évoquées dans le paragraphe
précédent soulignent également lI'importance de la prise en compte des genes encore
inconnus dans le cadre de la recherche de genes candidats. La méconnaissance de ces genes
pourrait en effet étre liée a deux parametres d’intérét : une spécialisation dans la réponse aux
CNBs et une restriction a un sous-groupe d’insectes ayant co-évolué avec le CNB étudié.

En résumé, la poursuite de notre travail de caractérisation fonctionnelle du cluster des UNKs
pourrait ouvrir d’'importantes perspectives de recherche et aider a I’élaboration de stratégies
plus rationnelles d’identification des facteurs moléculaires influencant la sensibilité aux CNBs
au sein de la diversité des insectes. Ces stratégies pourraient faire intervenir deux démarches
complémentaires. La premiére serait une démarche essentiellement descriptive similaire a
celle utilisée jusqu’a présent, qui permettrait I'identification de voies signalétiques et de
grandes familles conservées de génes immunitaires susceptibles d’intervenir dans les
réponses a chaque partenaire des CNBs. La seconde consisterait a rechercher de facon plus

spécifique des genes issus d’une co-évolution avec des CNBs d’intérét.
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ABREVIATIONS

Adgf-A : Adenosine deaminase growth factor A
ATF2 : Activating transcription factor 2

BMPs : Bone Morphogenetic Proteins

Cif : Cycle inhibiting factor

Clasp : CLIP-associating protein

CLECT : C-type lectine

CNBs : Complexes nématobactériens

CRD : Carbohydrate recognition domain

CSab : Cystein-Stabilized ab

¢SPs : CLIP domain serine proteases

cSPHs : CLIP domain serine protease homolog
DAP : Diaminopimelic acid

DCE : Dopachrome conversion enzyme

dSRCI : Drosophila scavenger receptor C1
DDC : Dopa decarboxylase

DIF : Dorsal-related immunity factor

Dpp : Decapentaplegic

Dscam : Down syndrome cell adhesion molecule
DUOX : Dual oxidase

EGF : Epidermal growth factor

EGFR : Epidermal growth factor receptor

ENF : Glutamate-asparagine-phenylalanine
ERK : Extracellular-signal-regulated kinase
FADD : Fas-associated death domain

FGF : Fibroblast growth factor

GBHs : Genes with bacterial homology

GBP : Growth Blocking Peptide

GCM : Glial cells missing

GNBP : Gram negative binding protein

GPCR : G protein-coupled receptor
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BGRP : -1,3-Glucan recognition protein
H,0, : Peroxyde d’hydrogéne

HCP : Hemocyte chemotactic peptide

HOCI : Hypochlorous acid

HP : Hemolymph protease

HSP : Heat shock protein

lap2 : Inhibitor of apoptosis 2

IM18 : Induced molecule 18

Imd : Immune deficiency

IML : Immulectin

IMPIs : Insect metalloproteinase inhibitors
IDGF3 : Imaginal disc growth factor 3

Ird1 : Immune response deficient 1

Ird5 : Immune response deficient 5

ISCs : Intestinal stem cells

Jak-Stat : Janus kinase-Signal transducers and activators of transcription
JNKSs : c-Jun N-terminal kinases

LAMP1 : Lysosome-associated glycoprotein 1
LPS : Lipopolysaccharide

LYS : Lysine

MAPKSs : Mitogen-activated protein kinases
MIR : Mosquitoe insulin receptor

ModSP : Modular serine protease

MYD88 : Myeloid differentiation primary response 88
NimB : Nimrod type B

NimC : Nimrod type C

NO : Nitric oxide

NOS : Nitric oxide synthase

NOX : NADPH oxydase

PAH : Phenylalanine hydroxylase

PAMs : Peptides antimicrobiens
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PAP : Prophenoloxidase-activating protease
PGRP : Peptidoglycan recognition protein

PLA2 : Phospholipase A2

PO : Phenoloxidase

PP : Parasitic Peptide

Pr-CTL : Pieris rapae c-type lectin

proPO-AE : Prophenoloxidase activating enzyme
PSP-1 : Plasmatocyte spreading peptide 1

Pvf : PDGF/VEGF factor

Pvr : PDGF/VEGF Receptor

ScP : Surface coat protein

Sc-SP : Steinernema carpocapsae serine protease
SPE : Spatzle Processing Enzyme

TAB2 : TAK1-associated binding protein 2

TAK1 : TGFB-activated kinase 1

TEP : Thioester-containing protein

TGF-& : Transforming growth factor

TNF : Tumor necrosis factor

TOR : Target of rapamycin

Trol : Terribly reduced optic lobe

TRPAL1 : Transient Receptor Potential A1 channel
UNKSs : Unknowns

Upd3 : Unpaired 3

Wnhnt : Wingless integration site

XhlA : Xenorhabdus haemolysin A
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